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POVZETEK 
In vitro testiranje citotoksičnosti spojin predstavlja pomemben del odkrivanja in sinteze 
novih učinkovin. Ker je kot farmakološki učinek citotoksičnost pri večini učinkovin 
nezaželena, jo ugotavljamo že zgodaj v procesu razvoja novih učinkovin. S tem 
zagotavljamo varnost ter prihranimo čas, pa tudi sredstva, ki bi jih porabili za razvoj 
učinkovine, ki sicer zaradi neustreznega toksikološkega profila ne bi imela potenciala za 
nadaljnji razvoj. Za vrednotenje citotoksičnosti spojin so na voljo številne različice testov, 
pri katerih izkoriščamo spremembo ene od lastnosti celic po tem, ko so te izpostavljene 
testnim spojinam. Najpogosteje v ta namen določamo njihovo encimsko aktivnost, 
permeabilnost celične membrane ali pa sintezo ATP. Rezultati enostavnih in vitro testov 
citotoksičnosti so dobra osnova za nadaljnja in vivo testiranja. 
Aromatski amini predstavljajo strukturno osnovo številnih učinkovin, a se pogosteje 
omenjajo v povezavi z njihovimi zdravju škodljivimi učinki, predvsem genotoksičnim in 
kancerogenim delovanjem. Uvrščamo jih med prokancerogene, tj. med spojine, ki se z 
metabolično aktivacijo v telesu pretvorijo v aktivne metabolite, ti pa so odgovorni za 
toksične učinke. V raznolikih reakcijah metabolizma nastajajo predvsem visoko reaktivne 
elektrofilne zvrsti, med katerimi so najnevarnejši znani metaboliti nitrenijevi ioni.  
V okviru magistrske naloge smo z MTS testom na celični liniji MCF-7 vrednotili 
citotoksičnost potencialnih protimikrobnih učinkovin, amidov, katerih skupna strukturna 
lastnost je 2-aminobenzotiazolno ogrodje. Ker lahko med metabolizmom le-teh pride do 
hidrolize amidne vezi in nastanka aromatskih aminov, smo testirali tudi citotoksičnost teh, 
nato pa rezultate primerjali med seboj. Zanimalo nas je, ali se amidi in amini razlikujejo v 
citotoksični aktivnosti, pa tudi, kako strukturne lastnosti spojin vplivajo na tovrstno 
delovanje. Med amini smo med trinajstimi spojinami določili sedem spojin s citotoksično 
aktivnostjo, med amidi pa osem. S primerjavo strukture spojin smo tako pri aminih kot 
amidih ugotovili trend večanja citotoksične aktivnosti spojin z večanjem molekulske mase 
substituenta, pripetega na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja. Večjo citotoksično aktivnost 
smo določili spojinam, ki so imele v stranskih verigah vezane bazične skupine. Zaznali 
smo tudi nekatere podobnosti v strukturnih elementih med spojinami s podobno 
citotoksično aktivnostjo, a bi morali za zanesljivejše ugotovitve raziskati in testirati 
citotoksičnost večjega števila spojin. 
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Pričakovali smo, da bodo med testiranimi spojinami aromatski amini izkazovali večjo 
citotoksično aktivnost v primerjavi z njihovimi amidnimi derivati, a tega nismo potrdili. 
Med dvanajstimi pari spojin smo le pri treh parih večjo citotoksičnost določili aminu, pri 
šestih parih smo večjo citotoksično aktivnost določili amidu, pri treh parih pa sta bili obe 
spojini v paru necitotoksični. Enega para spojin zaradi neustreznih rezultatov nismo 
vključili v primerjavo. Dobljeni rezultati so osnova in vodilo za nadaljnje raziskovalno 
delo ter sintezo učinkovin. 
Ključne besede: citotoksičnost, 2-aminobenzotiazoli, aromatski amini, metabolična 
aktivacija, MCF-7  
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ABSTRACT 
In vitro cytotoxicity testing of compounds represents an important part of the detection and 
synthesis of new active substances. Because cytotoxicity is undesirable in most active 
substances as a pharmacological effect, it is detected early in the process of the 
development of new active substances. This ensures the safety and saves time, as well as 
the funds that would be spent on the development of the active ingredient which, 
otherwise, would not have the potential for further development because of the inadequate 
toxicological profile. To evaluate the cytotoxicity of compounds, several test variants are 
available in which we take advantage of a change in one of the properties of the cells after 
they have been exposed to the test compounds. For this purpose, we determine their 
enzymatic activity, cell membrane permeability, or ATP synthesis most often. The results 
of simple in vitro cytotoxicity tests are a good basis for further in vivo testing. 
Aromatic amines represent the structural basis of many active substances but are more 
often mentioned in connection with their harmful effects, mostly genotoxic and 
carcinogenic effects. They are classified as procarcinogens, compounds that are converted 
into active metabolites by metabolic activation in the body. They are responsible for toxic 
effects. In various metabolic reactions, highly reactive electrophilic species are formed. 
Among them, nitrenium ions are the most dangerous known metabolites. 
Within the framework of the master's thesis, we used the MTS test on the MCF-7 cell line 
to evaluate the cytotoxicity of potential antimicrobial agents, amides, whose common 
structural property is the 2-aminobenzothiazole backbone. Since amide bond cleavage and 
aromatic amine formation can occur during their metabolism, we also tested the 
cytotoxicity of these and then compared the results with each other. We were interested in 
whether amides and amines differ in cytotoxic activity, as well as how the structural 
properties of compounds affect this type of action. Among the amines, seven compounds 
with cytotoxic activity were identified among thirteen compounds and eight among the 
amides. By comparing the structure of the compounds, we found a trend of increasing the 
cytotoxic activity of the compounds in both amines and amides by increasing the 
molecular weight of the substituent attached at site 4 of the benzothiazole backbone. 
Higher cytotoxic activity was determined for compounds that had basic centers bound in 
side chains. We also detected some similarities in structural elements between compounds 
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with similar cytotoxic activity. However, the cytotoxicity of a larger number of compounds 
should be investigated and tested for more reliable ascertainments. 
We expected aromatic amines to exhibit greater cytotoxic activity among their test 
compounds compared to their amide derivatives but this was not confirmed. Among the 
twelve pairs of compounds, higher cytotoxicity was determined for amine in only three 
pairs. Higher cytotoxic activity was determined for amide in six pairs. Both compounds 
were non-cytotoxic in three pairs. One pair of compounds was not included in the 
comparison due to inadequate results. The obtained results are the basis and guide for 
further research work and synthesis of active ingredients. 
Keywords: cytotoxicity, 2-aminobenzothiazoles, aromatic amines, metabolic activation, 
MCF-7  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ATP  adenozin trifosfat 
CYP  citokrom P450  
COX  ciklooksigenaza 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
FMO  flavin vsebujoča monooksigenaza 
IARC  Mednarodna agencija za raziskovanje raka (International Agency for 
  Research on Cancer) 
IC50  koncentracija učinkovine, ki povzroči 50 % zmanjšanje celične viabilnosti 
INT  2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil tetrazolijev klorid 
LDH  laktat dehidrogenaza  
MM  molekulska masa 
MCF-7 celična linija raka dojke (Michigan Cancer Foundation-7) 
MEME osnovno Eaglovo gojišče (Minimum Essential Medium Eagle) 
MPO  mieloperoksidaza 
MTS  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H- 
  tetrazolijeva sol 
MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid 
NAD  oksidiran nikotinamid adenin dinukleotid 
NADH reduciran nikotinamid adenin dinukleotid 
NADPH reduciran nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NAT  N-acetiltransferaza 
QSAR  kvantitativno razmerje med strukturo in delovanjem (Quantitative Structure-
  Activity Relationship) 
RNA  ribonukleinska kislina 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (Reactive Oxygen Species) 
SULT  sulfotransferaza 
UGT  UDP-glukuronoziltransferaza
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1 UVOD 
1.1 CITOTOKSIČNOST 
Citotoksičnost je lastnost snovi, da toksično deluje na ravni celic (1). Najpogosteje se 
citotoksičen učinek kaže z zmanjšanjem celične viabilnosti, tj. s prenehanjem aktivne rasti 
in razmnoževanja celic, ali s celično smrtjo. Slednja lahko poteče po dveh mehanizmih, 
nekrozi ali apoptozi. Apoptoza je proces, ki je pod nadzorom natančnih kontrolnih 
mehanizmov, zato ji rečemo tudi programirana celična smrt. Zanjo sta značilni skrčenje 
celic in ohranitev intaktne celične membrane. Ta vrsta celične smrti zahteva energijo v 
obliki adenozin trifosfata (ATP). Proces nekroze je, v nasprotju z apoptozo, od ATP 
neodvisen proces, v katerem poteče liza celic. Celice nabreknejo in v zunajcelični prostor 
sprostijo svojo vsebino, saj se z izgubo integritete celične membrane njihova permeabilnost 
poveča. Intaktnost celične membrane sčasoma izgubijo tudi vse apoptotične celice, saj 
zapadejo procesu sekundarne nekroze (2, 3). 
Za toksične učinke na celice so odgovorni citotoksični dejavniki, ki jih delimo na kemične, 
biološke in fizikalne. Primer kemičnih citotoksičnih dejavnikov so zdravila – citostatiki 
(npr. DNA interkalatorji, inhibitorji DNA topoizomeraze); biološki citotoksični dejavniki 
so snovi, ki izvirajo iz virusov, bakterij, gliv pa tudi rastlin in živali (npr. antibiotiki, 
bakterijski toksini); k fizikalnim citotoksičnim dejavnikom pa med drugim štejemo 
ultrazvočno valovanje in sevanje. Tarč, preko katerih povzročajo citotoksične učinke, je 
mnogo. Ena od teh je DNA, biomolekula, ki je nosilka celotne genetske informacije v živih 
organizmih. Ker je nujna za celično funkcijo, a pogosto pride do njenih poškodb, so celice 
z namenom preprečevanja citotoksičnih učinkov nase razvile lastne popravljalne 
mehanizme. Ker pa ti ob preobsežnih poškodbah DNA niso vedno učinkoviti, se lahko 
citotoksični učinki vseeno izrazijo. Pogosta tarča citotoksičnosti je tudi celična membrana, 
ki obdaja celico in jo varuje pred zunanjimi dejavniki. Če pride do njene poškodbe, celice 
izgubijo glavno zaščito pred toksičnimi učinki, pa tudi celična funkcija je s tem okrnjena 
(3, 4).  
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1.1.1 Metode določanja citotoksičnosti 
Zaradi mnogih neželenih učinkov je citotoksičnost med učinkovinami nezaželena. Izjema 
so učinkovine, ki se uporabljajo v terapiji raka ter nekaterih avtoimunih bolezni. Tu je 
selektivno uničevanje celic s citotoksičnimi učinkovinami cilj terapije. Ker je in vitro 
citotoksičnost pomemben indikator potencialne toksičnosti za človeka, jo določamo že 
zgodaj v procesu razvoja novih učinkovin. Izbiramo lahko med raznolikim naborom testov, 
pri vsakem izmed njih pa merimo enega izmed kazalcev, ki ga povezujemo s celično 
viabilnostjo. Najpogosteje testi temeljijo na oceni metabolične sposobnosti celic, npr. 
encimske aktivnosti in produkcije ATP, ter permeabilnosti celične membrane. Vsi imajo 
enako zasnovo – inkubacija celic izbranega sesalčjega celičnega modela z določeno 
spojino, nato pa določanje celične viabilnosti v primerjavi s kontrolo, ki jo predstavljajo 
celice v mediju, ki niso bile izpostavljene testni spojini. Cilj je v kratkem času 
kvantificirati inducirano toksičnost čim večjega števila spojin. Smiselno je izvajanje več 
bioloških ponovitev testa, kombinacija različnih testov ali pa izvedba na različnih celičnih 
linijah, saj je tako moč dobljenih rezultatov večja, vpogled v in vitro toksičnost spojine pa 
kompleksnejši. Vedno je pri interpretaciji rezultatov potrebna previdnost, saj nanje 
vplivajo mnogi parametri vzdolž celotnega eksperimentalnega procesa, tako izbor 
ustreznega testa kot tudi parametri testnega sistema. Učinek na celice običajno izrazimo z 
IC50 vrednostjo. To je koncentracija spojine, ki v primerjavi s kontrolo povzroči 50 % 
inhibicijo biološke ali biokemijske funkcije in vitro. Predstavljene so glavne značilnosti 
testov za določanje citotoksičnosti spojin, ki se danes v veliki meri uporabljajo (4, 5, 6, 7). 
a) Testi z uporabo barvil 
Barvila tripan modro, eozin in kongo rdeče so osnova za izvedbo najenostavnejših testov 
določanja števila živih ali mrtvih celic. Tripan modro, azo barvilo, je med naštetimi 
najpogostejše. Po dodatku celicam se žive celice z intaktno celično membrano ne obarvajo, 
saj barvila ne privzamejo; mrtve celice pa se obarvajo modro, ker barvilo prehaja 
poškodovano celično membrano in se veže na proteine v notranjosti celic. Test ne loči med 
nekrotičnimi in poznimi apoptotičnimi celicami, saj imajo oboje poškodovano celično 
membrano. Prav tako ne loči med živimi celicami, ki so zdrave, in tistimi, ki so že izgubile 
celične funkcije, ker barvilo v nobene od teh ne prehaja. V in vitro citotoksičnih testiranjih 
ima zato slabšo občutljivost. Tradicionalna izvedba testa je z uporabo hemocitometra. 
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Celično suspenzijo pomešamo s tripan modrim, nanesemo na hemocitometer in v števni 
komori pod mikroskopom preštejemo obarvane in neobarvane celice. Delež viabilnih celic 
nato računsko določimo. Novejše izvedbe testa temeljijo na avtomatiziranih postopkih, 
zato ročna priprava vzorca, štetje in izračuni niso več potrebni. Izvedba je tako hitrejša, 
rezultati pa bolj točni (8, 9). 
b) Testi, ki temeljijo na redukciji tetrazolijeve soli 
Za določanje števila viabilnih celic uporabljamo različne tetrazolijeve soli. Le žive celice z 
aktivnim metabolizmom so sposobne njihove redukcije v obarvan formazanski produkt, ki 
ga po 1–4 urni inkubaciji spektrofotometrično določimo. Močnejša je intenziteta barve, 
večja je celična viabilnost, saj je količina formazanskega produkta direktno proporcionalna 
številu viabilnih celic. Točen mehanizem pretvorbe tetrazolijeve soli ni v celoti znan, 
najverjetneje pa je v prenos elektrona vključena molekula NADH oz. druga podobna 
reducirajoča molekula. Ker test temelji na redukcijski sposobnosti celic, je potrebno kot 
omejitev navesti, da lahko le-ta v celicah niha, saj nanjo vplivajo dejavniki celičnega 
okolja. Testi so sicer uporabni neodvisno od vrste celične linije, so dovolj specifični, 
predvsem pa hitri in enostavni za izvedbo, zato so eni najpogosteje uporabljenih (6, 8). 
Test s 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijevim bromidom (MTT) je bil prvi med 
omenjenimi testi. Njegova pomanjkljivost je netopnost nastalega MTT formazanskega 
produkta, kar vodi v tvorbo vijoličnih, igličasto oblikovanih kristalov znotraj celic. Ti 
lahko motijo meritve in povzročajo navidezno višje vrednosti celične viabilnosti, zato je 
potrebno raztapljanje le-teh z organskim topilom. Slabost je bila odpravljena z razvojem 
novih tetrazolijevih soli. Za razliko od MTT, ki je pozitivno nabita spojina, katere produkt 
v celičnem mediju ni topen, so produkti novejših spojin z negativnim nabojem bolje topni. 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol 
(MTS) je med temi najbolj poznana. Dodaten korak raztapljanja s posledičnim redčenjem 
raztopine tu ni potreben, kar pomeni, da je izmerjeni signal močnejši. Se pa z nabojem 
spojine spremeni celična permeabilnost zanjo in s tem mesto redukcije tetrazolijeve soli. 
MTT zaradi pozitivnega naboja prehaja celično membrano, zato njegova redukcija poteče 
znotraj celice. MTS, ki je negativno nabit, pa v celico ne vstopa, zato k raztopini reagenta 
dodamo akceptor elektronov, ki prehaja v celico, se tam reducira, nato pa po izstopu iz 
celice zunaj nje pretvori MTS v formazanski produkt (6, 8).  
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c) LDH test 
Način določanja citotoksičnosti je tudi merjenje količine citoplazemskih encimov, ki se 
sprostijo iz poškodovanih celic. Primer takšnega encima je laktat dehidrogenaza (LDH), 
stabilen citoplazemski encim, ki je v celicah odgovoren za pretvorbo piruvata, ki nastane v 
procesu glikolize, v laktat. Ob poškodbi celične membrane kot posledici celične smrti se 
hitro sprosti iz celice, zato je zanesljiv pokazatelj citotoksičnosti. Princip testa je 
predstavljen na sliki 1 (10). 
 
Slika 1: Shematski prikaz mehanizma LDH testa. Prirejeno po (11). 
LDH, ki se je v celični medij sprostil iz poškodovanih celic, določimo s sklopljeno 
encimsko reakcijo. Najprej sproščeni LDH katalizira pretvorbo laktata v piruvat, NAD pa 
se pri tem reducira v NADH. S katalizatorjem, encimom diaforazo, nato poteče oksidacija 
NADH, ki vodi v redukcijo 2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil tetrazolijevega klorida (INT- 
tetrazolijeva sol). Nastane rdeč formazanski produkt, ki ga določimo spektrofotometrično, 
z merjenjem absorbance pri valovni dolžini njegovega maksimuma absorpcije, 490 nm. 
Bolj intenzivno je rdeče obarvanje, večje je število poškodovanih celic (10, 11). 
Ena od omejitev testa je različna vsebnost encima LDH v celicah, saj je le-ta odvisna od 
velikosti celice in njene oksidativne aktivnosti. To lahko zanemarimo v primeru, da test 
izvedemo na enaki celični liniji, saj je v celicah ene vrste količina encima zelo podobna. Za 
rezultate testa je pomembno tudi, na kakšen način je bil citotoksičen učinek dosežen. Če so 
celice mrtve oz. sta inhibirani njihova rast in razmnoževanje, a je celična membrana pri 
tem ostala intaktna, lahko pravo število poškodovanih celic podcenimo, saj s testom 
določamo le iz celic sproščeni LDH. Hkrati nam to daje možnost za primerjavo rezultatov 
s testom, ki določa tudi celice, v katerih se citotoksičen učinek kaže z inhibicijo 
proliferacije (npr. testi, ki temeljijo na redukciji tetrazolijeve soli), s tem pa dobimo 
poglobljene ugotovitve o citotoksičnem efektu, ki deluje na celice (5, 12).  
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d) Test z resazurinom (Alamar modri fluorescenčni test) 
Zasnova testa z resazurinom je podobna že opisani v testih, ki izkoriščajo znotrajcelični 
redukcijski potencial v metabolno aktivnih celicah, glavna razlika pa je v načinu določanja 
končnega produkta reakcije. Shematski prikaz testa je na sliki 2 (9). 
 
Slika 2: Reakcijska shema testa z resazurinom. Poteče redukcija modrega resazurina s 
šibko fluorescenco, v rožnat, visoko fluorescirajoč resorfurin. Prirejeno po (9). 
Preiskovanim celicam dodamo resazurin, temno modro obarvano spojino s šibko 
fluorescenco, ki prehaja celično membrano. Le celice z aktivnim metabolizmom ga lahko 
reducirajo v končen produkt, resorfurin, katerega količina je proporcionalna številu 
viabilnih celic. To je spojina, ki močno rožnato fluorescira, zato pri določanju količine 
resorfurina merimo fluorescenco. V primerjavi z merjenjem absorbance je ta metoda veliko 
bolj občutljiva. Za merjenje uporabimo set filtrov, filter za ekscitacijo valovne dolžine 560 
nm, ter filter za emisijo valovne dolžine 590 nm. Pred merjenjem fluorescence je potrebna 
1–4 urna inkubacija celic z resazurinom, saj s krajšim časom ne bi dosegli signifikantnega 
fluorescentnega signala; ob daljši inkubaciji pa lahko pride do sekundarne redukcije 
resorfurina v hidro-resorfurin, ki je neobarvan in ne fluorescira. V obeh primerih bi 
rezultati celično viabilnost podcenili. Omejitev testa je tudi možna interferenca s 
fluorescenco spojin, ki jih testiramo, posledično pa njihovega citotoksičnega efekta ne 
zaznamo (8, 9, 13). 
c) ATP test (Luminiscenčni test z luciferazo) 
Test temelji na določanju ATP, ki je najpomembnejši vir energije celičnih procesov. V 
primeru poškodbe celice ali celične smrti, le-te izgubijo zmožnost sinteze novega ATP, 
hkrati pa pride do razgradnje obstoječega ATP z endogenimi ATP-azami in zato 
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takojšnjega upada njegove količine. S testom določena količina ATP je tako direktno 
proporcionalna številu viabilnih celic. Za merjenje njegove količine izkoriščamo 
luciferazo, encim, sicer prisoten v kresnicah, ki generira luminiscenčen (svetlobni) signal. 
Test izvedemo po principu »dodaj, zmešaj, pomeri« z reagentom, ki vsebuje detergent za 
lizo celic, inhibitor endogenih ATP-az za stabilizacijo sproščenega ATP, za generacijo 
luminiscenčnega signala pa luciferin kot substrat in luciferazo kot katalizator reakcije. V 
prisotnosti ATP, Mg2+ ionov in molekularnega kisika poteče oksidacija luciferina v 
oksiluciferin (slika 3). Intenziteta luminiscenčnega signala, ki pri tem nastane, je v 
linearnem odnosu s koncentracijo ATP oz. številom viabilnih celic. Signal se generira 
praktično takoj po dodatku reagenta, zato inkubacija ni potrebna, to pa metodo uvršča med 
ene najhitrejših. Tudi občutljivost metode je med najvišjimi v primerjavi z ostalimi 
razpoložljivimi sorodnimi testi, saj že pri nizki koncentraciji celic (manj kot deset 
celic/vdolbinico) zaznamo spremembo celične viabilnosti, pri tem pa je zagotovljena tudi 
linearnost signala (8, 9, 14, 15). 
 
            LUCIFERIN                         OKSILUCIFERIN 
Slika 3: Reakcijska shema oksidacije luciferina v oksiluciferin. Prirejeno po (15). 
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1.2 PROBLEMATIKA AROMATSKIH AMINOV 
Aromatski amini so organske spojine s splošno strukturno formulo Ar-NH2, v kateri Ar 
predstavlja katerikoli homo- ali heterocikličen aromatski sistem. Poleg hidroksilaminov, 
nitrozo in nitro spojin jih uvrščamo med N-aril spojine. Aromatski amini, ki vsebujejo z 
elektroni bogato amino skupino, so med njimi kemijsko najbolj reducirana oblika. 
Oblikujejo raznoliko skupino ksenobiotikov, saj so strukturna osnova številnih učinkovin, 
hkrati pa kot eni glavnih okoljskih onesnaževalcev predstavljajo nevarnost za ljudi. 
Uporabljajo se v industriji sintetičnih barvil in proizvodnji gume; njihovi derivati pa so 
prisotni tudi v tobačnem dimu (slika 4). Ker je dokazov o raznolikem toksičnem delovanju 
aromatskih aminov veliko – najpogosteje jih povezujemo z genotoksičnim in 
kancerogenim delovanjem, nas zanima, kako je ta biološki učinek povezan z njihovo 
strukturo (16, 17). 
 
                    o-toluidin      2-aminonaftalen   4-aminobifenil 
Slika 4: Strukture aromatskih aminov, prisotnih v tobačnem dimu. Po IARC klasifikaciji je 
o-toluidin uvrščen v skupino 2A, med »snovi, ki so verjetno kancerogene za človeka«, 2-
aminonaftalen in 4-aminobifenil pa v skupino 1, med »snovi, ki so kancerogene za 
človeka«. Prirejeno po (17). 
1.2.1 Genotoksičnost in kancerogeneza 
Genotoksičnost je lastnost snovi, da poškoduje genetski material v celicah živih 
organizmov, s tem pa vpliva na njihovo integriteto. Pojem zajema vse tipe poškodb DNA 
ali kromosomov, ki so posledica interakcij genotoksinov z genetskim materialom. 
Poškodbe DNA vključujejo mutacije, prelome verige DNA in tvorbo aduktov; h 
kromosomskim aberacijam pa štejemo spremembe strukture kromosomov (klastogeneza) 
ali njihovega števila (anevplodija) (18, 19).  
Genotoksine lahko glede na posledice njihovih genotoksičnih učinkov razdelimo na 
mutagene, ki povzročajo mutacije; kancerogene, ki vodijo v razvoj raka, in teratogene, ki 
povzročajo nepravilnosti v razvoju plodu. Pogosto izraza genotoksičnost in mutagenost 
8 
 
zamenjujemo in neustrezno enačimo poškodbo genetskega materiala z mutacijo. Po 
definiciji je mutacija trajna sprememba genetskega materiala, katere glavna značilnost je 
prenos na hčerinske celice oz. dedovanje na potomce. Mutageni ne ustvarijo mutacij, 
temveč jih s poškodbo genetskega materiala le izzovejo, nato pa celica mutacijo ustvari 
sama. To se zgodi, če poškodbe ne popravi z lastnimi popravljalnimi mehanizmi oz. zaščiti 
organizma z indukcijo apoptoze, saj ob naslednjem podvajanju DNA pride do napake. 
Genotoksičnost je tako bolj splošen izraz, ki  pomeni poškodbo genetskega materiala, ki jo 
celica lahko, ne pa nujno, pretvori v mutacijo (1, 18, 20).  
Genotoksičnost tesno povezujemo s kancerogenezo. To je kompleksen proces pretvorbe 
normalne celice v maligno, ki je lahko začetek rakave bolezni. Pogoj zanjo je 
neučinkovitost celičnih popravljalnih mehanizmov ob hkratnem delovanju kancerogenih 
dejavnikov. Poleg genotoksičnih dejavnikov, ki kancerogenezo sprožijo z neposredno 
poškodbo genetskega materiala, tj. z direktno interakcijo z DNA, poznamo še ne-
genotoksične. Mehanizmi, preko katerih brez neposrednega poseganja v DNA promovirajo 
kancerogenezo, so citotoksičnost, epigenetske spremembe ter vpliv na sproščanje 
hormonov in celično proliferacijo. Zanje poznamo varne meje izpostavljenosti, kar pa ne 
velja za genotoksične kancerogene, ki tveganje za raka domnevno povečajo v že zelo 
nizkih odmerkih. Obe vrsti kancerogenih dejavnikov delimo še na fizikalne, biološke in 
kemične kancerogene. Tipični predstavniki zadnjih so aromatski amini (21, 22).  
1.2.1.1 Aromatski amini kot kemični (pro)kancerogeni 
Aromatske amine uvrščamo med kemične prokancerogene. To so spojine, ki same ne 
izkazujejo toksičnih učinkov, saj so stabilne in nereaktivne, se pa njihov toksičen potencial 
razvije z raznolikimi, predvsem encimskimi, metaboličnimi pretvorbami I. in II. faze 
metabolizma. Pretvorijo se v visoko reaktivne elektrofilne metabolite, ki kot končni 
kancerogeni promovirajo razvoj in povečajo tveganje za nastanek raka (21, 23).  
Raziskave kvantitativnega razmerja med strukturo in delovanjem (QSAR) aromatskih 
aminov kažejo, da je moč njihovega kancerogenega delovanja v največji meri odvisna od 
njihove hidrofobnosti, elektronskih lastnosti, tj. reaktivnosti in zmožnosti metaboličnih 
pretvorb, ter steričnih vplivov. Včasih je veljalo, da so za kancerogene učinke odgovorni le 
policiklični aromatski amini, danes pa vemo, da kancerogenezo promovirajo tudi 
monociklični, so pa najverjetneje zaradi svoje nižje hidrofobnosti manj nevarni (23).  
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1.2.2 Metabolična aktivacija aromatskih aminov 
Aromatske amine privzemamo skozi gastrointestinalni trakt, respiratorni sistem in kožo. 
Njihov metabolizem prednostno poteka v jetrih, lahko pa se pretvarjajo tudi z različnimi 
encimskimi sistemi drugje v telesu, kar razlaga njihovo toksičnost in kancerogenost v 
različnih tipih tkiv. Večina pretvorb aromatskih aminov do njihovih reaktivnih metabolitov 
predstavljajo reakcije na aromatski amino skupini, možne pa so tudi pretvorbe njihovega 
aromatskega sistema. N-oksidacija, N-glukoronidacija, N-acetilacija in oksidacija 
aromatskega obroča so glavne metabolične poti aromatskih aminov v sesalcih. Med temi se 
je oksidacija aromatske amino skupine izkazala za ključen korak v nastanku toksičnih 
metabolitov. Z njo tekmujejo preostale tri reakcije; z UDP-glukoronil transferazami (UGT) 
katalizirana N-glukoronidacija, z N-acetiltransferazami (NAT) katalizirana acetilacija in 
oksidacija aromatskega obroča z encimi družine citokromov P450 (CYP), katerih primaren 
namen je detoksifikacija, saj so produkti teh reakcij spojine, ki se iz telesa lažje izločajo z 
urinom (24, 25). 
1.2.2.1 Pretvorbe aromatske amino skupine 
N-oksidacija je glavna reakcija I. faze metabolizma, ki vodi v nastanek toksičnih 
metabolitov aromatskih aminov. Zanjo je potrebno veliko energije, ki jo dovajajo encimi 
CYP. Izoencimi CYP1A2 so običajno odgovorni za N-oksidacijo planarnih, CYP3A4 pa 
neplanarnih aromatskih aminov. V manjši meri lahko N-oksidacijo izvedejo tudi flavin 
vsebujoče monooksigenaze (FMO), ciklooksigenaze (COX) in mieloperoksidaze (MPO). 
MPO aktivirajo širok spekter aromatskih aminov, FMO pretvarjajo sekundarne aromatske 
amine, COX pa imajo najverjetneje pomembnejšo vlogo le v metabolizmu v tkivih, kjer so 
encimi CYP zastopani v manjši meri, npr. v mehurju (24, 25).  
V reakciji N-oksidacije nastanejo relativno nestabilni N-hidroksi derivati (hidroksilamini), 
katerih reaktivnost je odvisna od strukture preostalega aromatskega sistema. Toksično 
lahko delujejo že sami, saj tvorijo adukte z DNA in tkivnimi ter krvnimi proteini, hkrati pa 
se lahko pretvorijo v še reaktivnejše metabolite, odgovorne za poglavitne toksične učinke 
aromatskih aminov. Možna je tudi njihova detoksifikacija z reduktazami nazaj do 
starševskih aromatskih aminov (24, 25).   
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Najnevarnejši reaktivni metaboliti, ki nastanejo iz N-hidroksi derivatov, so nitrenijevi ioni. 
Tvorijo se lahko po dveh različnih poteh (slika 5). Prva je heteroliza N-O vezi, ki spontano 
poteče že pod šibko kislimi pogoji, alternativna možnost njihove tvorbe pa je encimska 
esterifikacija hidroksilne skupine s sulfatom ali acetatom. Esterifikacijo v II. fazi 
metabolizma izvedejo encimi NAT ali sulfotransferaze (SULT), nastanejo pa N-acetoksi 
(pogosteje) ali N-sulfat estri. NAT imajo v tem primeru funkcijo N,O-acetiltransferaz, saj 
lahko acetilirajo tako dušikov kot tudi kisikov atom. Zaradi O-aktivacije (vnos dobro 
izstopajoče skupine v strukturo) sta oba možna estra veliko bolj reaktivna od 
nekonjugiranega hidroksilamina, tako pa heteroliza N-O vezi poteče še hitreje. Nastane 
pozitivno nabit nitrenijev ion, ki kot končen, visoko reaktiven elektrofilni metabolit, 
kovalentno reagira z nukleofilnimi mesti DNA, RNA in proteinov. Korelacija med 
genotoksičnostjo starševskih aromatskih aminov in nitrenijevimi ioni je bila predmet 
številnih raziskav, v katerih so ugotovili, da je za genotoksičnost aromatskih aminov 
najverjetneje ključnega pomena hitrost nastanka nitrenijevega iona ter njegova končna 
stabilnost in biorazpoložljivost (23, 25, 26). 
 
Slika 5: Nastanek nitrenijevega iona. Prirejeno po (25, 26). 
Za toksičnost aromatskih aminov so odgovorni tudi metaboliti, ki lahko iz N-hidroksi 
derivatov nastanejo s spontano oksidacijo (slika 6). Prve iz njih nastanejo nitrozo spojine, 
ki zaradi težnje po vezavi s tkivom pogosto povzročajo citotoksične učinke, lahko pa so 
popolnoma nenevarne, kar je odvisno predvsem od strukture preostalega dela molekule. 
Nadaljnja oksidacija nitrozo spojin vodi v nastanek nitro derivatov, ki z vidika toksičnosti 
niso problematični, dokler ne pridejo v stik z reduktaznimi encimi. Ti so v največjem 
številu prisotni v jetrih (NADPH reduktaze) in eritrocitih (NADH reduktaze), so pa tudi v 
citosolu večine ostalih celic. Z dovajanjem elektronov pretvorijo nitro spojine nazaj do bolj 
reduciranih derivatov, kar pomeni, da v vsaki stopnji redukcije nastajajo eni od že 
omenjenih toksičnih intermediatov (nitrenijevi ioni, nitrozo spojine) (24).   
 CYP 
encimska 
esterifikacija 
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          AMIN                          HIDROKSILAMIN               NITROZO                       NITRO 
Slika 6: Oksidacija aromatske amino skupine. Oksidacija do hidroksilaminov je encimsko 
katalizirana, medtem ko sledeči oksidaciji do nitrozo in nitro spojin potečeta spontano v 
prisotnosti kisika. V vsaki stopnji oksidacije se izgubita dva elektrona. Prirejeno po (24). 
1.2.2.2 Oksidacija aromatskega sistema 
Primer bioaktivacije aromatskih aminov je nastanek aminofenolov s CYP katalizirano 
oksidacijo aromatskega obroča na para ali orto mestu. Reakcija ima namen detoksifikacije, 
saj v večini primerov oksidaciji aromatskega sistema sledi z UGT ali SULT katalizirana 
reakcija, v kateri nastanejo metaboliti, ki se iz telesa izločijo z urinom. V nekaterih 
primerih pa namesto konjugacije hidroksilne skupine poteče oksidacija do reaktivnih 
kinoniminov (slika 7), katerih strukturna osnova je popolnoma konjugiran cikličen dion. V 
to so lahko kot katalizatorji vključeni monooksigenazni in peroksidazni encimi ter kovinski 
ioni, reakcija pa lahko poteče tudi v prisotnosti molekularnega kisika (25, 27, 28).  
 
Slika 7: Nastanek kinoniminov. Najprej poteče hidroksilacija aromatskega obroča na para 
ali orto mestu, pri čemer nastane aminofenolni derivat, sledi pa njegova oksidacija do 
kinonimina. Prirejeno po (27). 
Kinonimini so toksični zaradi svoje elektrofilnosti in prooksidativnega značaja. Kot 
elektrofili lahko tvorijo kovalentne vezi s tarčo, saj delujejo kot Michaelovi akceptorji in 
alkilirajo proteine ter DNA. Kot prooksidanti pa se vključujejo v redoks kroženje s kisikom 
in tvorijo reaktivne kisikove zvrsti (ROS), ki z oksidacijo DNA, proteinov, lipidov in 
drugih celičnih makromolekul povzročajo oksidativni stres. Poleg kancerogeneze 
kinonimini in vivo povzročajo še citotoksičnost in imunotoksičnost, odvisno od strukture 
specifičnega kinonimina in njegove koncentracije (27, 28).  
-2e- -2e- -2e- 
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1.2.3 Mehanizmi toksičnega delovanja aromatskih aminov 
Vsaka z aromatskimi amini povzročena toksičnost, tako akutna kot kronična, je posledica 
njihove metabolične aktivacije. Pod ustreznimi pogoji nastanejo reaktivni metaboliti, ki 
toksične učinke povzročajo po različnih mehanizmih. Najznačilnejša reakcija metabolično 
aktiviranih aromatskih aminov je tvorba aduktov, tj. kovalentna vezava na makromolekule 
tarčnih organov: DNA, RNA in proteine. Tvorba vezi poteče med elektrofilnimi metaboliti 
aromatskih aminov in nukleofilnimi mesti proteinov (npr. žveplovi, kisikovi in dušikovi 
atomi cisteina, tirozina in histidina) ter nukleinskih kislin (atomi dušika in kisika purinskih 
in pirimidinskih baz) (23, 29).  
Najpogostejše so tvorbe aduktov z DNA, s tem mehanizmom pa tudi najenostavneje 
razlagamo še vedno ne v celoti pojasnjen razvoj kancerogeneze. Ker pri metabolizmu 
aromatskih aminov nastajajo tudi reaktivne kisikove zvrsti (ROS), ki lahko povzročajo 
različne oksidativne poškodbe, najverjetneje tudi te pripomorejo h kancerogenosti 
aromatskih aminov (23, 29).  
1.2.3.1 Tvorba specifičnih DNA aduktov 
Mestna specifičnost reakcij elektrofilnih metabolitov z DNA je odvisna od narave 
reaktivne kemijske zvrsti, nukleofilnosti centrov DNA in steričnih faktorjev. Najbolj 
nukleofilna mesta dušikovih baz, ki so v reakcijah z elektrofili tudi najbolj reaktivna, so 
obročni atomi dušika, npr. N3 in N7 gvanina in adenina, eksociklični atomi kisika pa so 
med manj nukleofilnimi. Mesto reakcije je pogojeno tudi z orientacijo dušikovih baz in 
njihovih reaktivnih mest v strukturi DNA. To je posledica zvitja dvojne vijačnice DNA, pri 
čemer se tvorita njeni strukturni značilnosti, globok veliki in plitev mali žleb. Bolj verjetno 
je, da bo reakcija potekla na mestu, ki je orientirano v dostopnejši veliki žleb DNA 
vijačnice (npr. mesto N7 gvanina), kot pa na mestu, ki je orentirano v sterično bolj oviran 
mali žleb (npr. mesto N3 adenina) (30).  
Glavna skupina aduktov z DNA, ki nastanejo v reakcijah z metabolično aktiviranimi 
aromatskimi amini, se tvori na mestih N2 in C8 gvanina (slika 8). Reaktivnost mesta N2 
enostavno pojasnimo z visoko elektrofilnostjo nastalih produktov metabolizma, medtem ko 
mehanizem reakcije na mestu C8 ni jasen, saj je to mesto običajno bolj podvrženo 
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radikalskim adicijam kot reakcijam z elektrofilnimi zvrstmi. Možno je, da je v nastanek 
vključena tvorba N7 adukta, ki ji nato sledi prerazporeditev do adukta na mestu C8 (30). 
 
Slika 8: Mesta tvorbe DNA aduktov. 
Adukti se tvorijo z dušikovimi bazami: 
gvaninom (G), adeninom (A), citozinom 
(C) in timinom (T). S črnimi puščicami so 
označena vsa potencialna mesta tvorbe 
aduktov, z modrimi pa tista, na katerih se 
tvori glavnina aduktov z metabolično 
aktiviranimi produkti aromatskih aminov. 
Prirejeno po (30, 31). 
 
  
T C 
A G 
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2 NAČRT ZA DELO 
Delovanje nekaterih učinkovin temelji na citotoksičnem učinku, pri veliki večini ostalih 
učinkovin pa ta ni zaželen. Zato se že v zgodnjih fazah razvoja le-teh izvajajo in vitro testi 
za vrednotenje njihove citotoksičnosti. Ker pa se le-te v telesu pretvarjajo še v mnoge 
različne metabolite, je poleg samih spojin smiselno ovrednotiti tudi njihovo varnost. V 
eksperimentalnem delu se bomo posvetili določanju citotoksičnosti serije končnih spojin 
ter njihovih hidroliziranih intermediatov, nato pa primerjali njihovo citotoksičnost.  
Spojine, katerih citotoksičnost bomo določali, so potencialne protimikrobne učinkovine. Po 
strukturi so aromatski amidi z 2-aminobenzotiazolnim ogrodjem, ker pa lahko z njihovo 
hidrolizo nastanejo aromatski amini, želimo določiti tudi njihovo citotoksičnost. Cilj bo 
primerjava dobljenih rezultatov, torej iskanje povezav in ugotavljanje podobnosti in razlik 
v citotoksični aktivnosti med spojinami. Primerjali bomo aromatske amine z njihovimi 
analognimi amidi, primerjave pa bomo izvedli tudi znotraj skupine aromatskih aminov in 
amidov glede na razlike v njihovi strukturi.  
Eksperimentalno delo bo večinoma potekalo v celičnem laboratoriju. Najprej bomo 
vzpostavili celično linijo MCF-7, ki se pogosto uporablja kot model za in vitro testiranja. Z 
MTS testom (slika 9) bomo iz dobljenih celičnih viabilnosti ugotavljali citotoksičnost 
spojin. Sprva bomo za vse spojine izvedli presejalna testiranja, nato pa še testiranja v širših 
koncentracijskih območjih. Koncentracijske teste bomo izvedli za vse spojine, tudi za tiste, 
ki se bodo v presejalnih testih izkazale za neaktivne, saj jih bomo tako lažje primerjali med 
seboj. Za posamezne spojine bomo raziskali razmerje med koncentracijo in učinkom, 
izrisali smiselne grafe, pri spojinah, kjer bo to mogoče, pa tudi izračunali okvirne IC50 
vrednosti. Vse pridobljene rezultate bomo nato vključili v primerjavo. 
 Nasajanje celic  
 MCF-7 
 Tretiranje  
 s testnimi spojinami 
  Dodatek MTS  
  reagenta 
         Merjenje 
         absorbance 
Slika 9: Načrt izvedbe MTS testa.  
72h inkubacija 
(37°C, 5% CO
2
) 
3h inkubacija 
(37°C, 5% CO
2
) 
24h inkubacija 
(37°C, 5% CO
2
) 
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3 MATERIALI 
3.1 CELIČNA LINIJA MCF-7 
MCF-7 je človeška celična linija epitelijskih celic raka dojke, prvič izolirana leta 1970 iz 
plevralne efuzije 69-letne ženske, bele rase, z metastatsko boleznijo. Ime je dobila po 
inštitutu v Detroitu – Michigan Cancer Foundation-7, kjer so celično linijo leta 1973 prvič 
ustvarili. Ker se je njena uporaba v raziskavah raka dojke kot tudi v raziskavah 
protirakavih učinkovin izkazala za zelo uspešno, je danes med celičnimi linijami raka 
dojke ena najbolj uporabljenih. Pri delu smo uporabljali celično linijo MCF-7 celične 
banke ATCC (American Type Culture Collection) (32, 33). 
3.2 TESTIRANE SPOJINE 
Spojine, ki smo jih testirali, so bile sintetizirane na Katedri za farmacevtsko kemijo 
Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani. Shranjene smo imeli v zamrzovalniku (-20 
°C), v obliki 10 mM raztopin v DMSO. Gre za razvoj serije potencialnih protimikrobnih 
učinkovin, zaviralcev DNA-giraze, katerih splošna formula je prikazana na sliki 10. 
Učinkovine so amidi s skupnim aminobenzotiazolnim ogrodjem; substituent, ki je ključen 
za razlikovanje med njimi, pa je substituent R2 (mesto 4 benzotiazolnega ogrodja), ki je pri 
vsaki spojini drugačen.  
    
  
 
 
 
Slika 10: Splošna strukturna formula učinkovin. 
Če pride do cepitve amidne vezi v spojini, nastanejo aromatski amini. Testirali smo 
citotoksičnost tako izhodnih spojin – amidov, kot tudi aromatskih aminov, ki nastanejo po 
cepitvi. Amine smo označili s številkami 1–13, njihove amidne derivate pa s številkami 
14–26, tako da smo dobili 13 parov analognih spojin (1 in 14, 2 in 15, 3 in 16 itd.). 
Strukturne formule spojin so predstavljene na sliki 11.  
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Za namene primerjave smo spojine glede na substituent na mestu 6 benzotiazolnega 
ogrodja (R1 substituent na sliki 10) razdelili v dve skupini, skupino A in B. Večina 
testiranih spojin ima na tem mestu estrsko skupino – fragment -COOCH3. Te smo uvrstili v 
skupino A. Sem spadajo amini 1–10 in njihovi amidni derivati 14–23. Izjema v skupini je 
amid 23, ki ima na tem mestu karboksilno skupino namesto estrske, saj direktnega 
estrskega analoga amina 10 nismo imeli, ker zaradi sintezne poti ne obstaja. V skupino B 
smo uvrstili amine 11–13 in njihove amidne derivate 24–26. To so spojine, ki na mestu 6 
benzotiazolnega ogrodja nimajo pripete estrske skupine. V paru spojin 11 in 24 je na tem 
mestu N-(cianometil)karboksamidni fragment (-CONHCH3CN), pri 12 in 25 
karboksamidna skupina (-CONH2), pri 13 in 26 pa cianidna skupina (-CN). 
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Skupina A: 
1 
 
 
14 
 
2 
 
15 
 
3 
 
16 
 
4 
 
17 
 
5 
 
18 
 
6 
 
19 
 
7 
 
20 
 
18 
 
8 
 
21 
 
9 
 
22 
 
10 
 
23 
 
Skupina B:   
11 
 
24 
 
12 
 
25 
 
13 
 
26 
 
 
Slika 11: Strukturne formule testiranih spojin. Na sliki levo so amini, desno pa njihovi 
analogni amidni derivati.  
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Za pozitivno kontrolo smo uporabljali etopozid (slika 12), polsintezni derivat 
podofilotoksina, ki se danes uporablja za zdravljenje različnih tipov raka. Njegovo 
delovanje temelji na tvorbi kompleksa z DNA in topoizomerazo II, posledica pa je 
inhibicija sinteze DNA. Natančneje, povzroča prelome dvoverižne DNA, z vezavo na 
topoizomerazo II pa prepreči njihovo popravljanje. Številni prelomi DNA nato preprečijo 
vstop celice v mitotsko fazo celičnega cikla, kar vodi v celično smrt (34). 
 
Slika 12: Strukturna formula etopozida. 
 
3.3 LABORATORIJSKA OPREMA IN PRIPOMOČKI 
• Zaščitna mikrobiološka komora, tip M12 (Iskra PIO) 
• CO2 inkubator, tip MCO-18AIC(UV) (Sanyo) 
• Invertni svetlobni mikroskop, tip CKX41 (Olympus) 
• Centrifuga, tip Centric 322A (Tehtnica) 
• Stresalnik, tip Vibromix 10 (Tehtnica) 
• Aspirator, tip Vacusafe, in ročni upravljalnik, tip Vacuboy (Integra) 
• Čitalec mikrotitrskih ploščic, Synergy HT (BioTek Instruments) 
• Hladilnik in zamrzovalnik (Gorenje) 
• Zamrzovalna omara (Sanyo) 
• Pipetor, tip Pipetboy acu 2 (Integra) 
• Avtomatska multikanalna pipeta 10–300 μL, tip eLine e300 (Sartorius Biohit) 
• Polavtomatska pipeta 100–1000 μL, tip m1000 (Sartorius Biohit)  
• Polavtomatska pipeta 10–100 μL, tip m100 (Sartorius Biohit)  
• Polavtomatska pipeta 0,5–10 μL, tip Transferpette S (BRAND)  
• Polavtomatska pipeta 20–200 μL, tip Pipetman Classic P200 (Gilson) 
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• Komora za štetje – hemocitometer, tip Neubauer Improved (Assistens Germany) 
• Prozorne mikrotitrske ploščice, tip 96F - 92096 (TPP)  
• Sterilna gojitvena posoda s površino 25 cm2, tip T25 (CytoOne) 
• Sterilna gojitvena posoda s površino 75 cm2, tip T75 (TPP) 
• Centrifugirke – 15 in 50 mL (VWR)  
• Mikrocentrifugirke – 1,5 mL (BRAND) 
• Krioviale – 2 mL (Medicus Health) 
• Rezervoar za tekočino – 50 mL (Wiegand) 
• Nastavki za pipete – 10, 350 in 1000 μL (Sartorius Biohit) 
• Serološke pipete – 5, 10 in 25 mL (Deltalab) 
• Steklene Pasteurjeve pipete – 225 mm (BRAND) 
3.4 REAGENTI 
• Gojišče MEME (M5650, Sigma)  
• Fetalni goveji serum (Qualified FBS, Gibco) 
• L-glutamin 200 mM (G7513, Sigma) 
• Penicilin 10000 UI/mL in Streptomicin 10 mg/mL (P0781, Sigma) 
• Inzulin 10 mg/mL (I0516, Sigma)     
• Tripsin (TrypLETM Express, Gibco) 
• Fosfatni pufer s soljo (D8537, Sigma) 
• Dimetil sulfoksid – DMSO (1029521000, Merck) 
• MTS reagent (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 
(MTS), Promega) 
• Etopozid (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani) 
• Barvilo tripan modro (T8154, Sigma) 
• 96 % Etanol (4146312, CARLO ERBA Reagents) 
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4 METODE 
4.1 DELO V CELIČNEM LABORATORIJU 
Pri delu v celičnem laboratoriju smo ves čas uporabljali aseptično tehniko. Ta preprečuje 
okužbe gojišča z mikroorganizmi (bakterije, glive, virusi) iz zunanje okolice in obratno, pa 
tudi okužbe laboranta. Delo je večino časa potekalo v mikrobiološki komori z laminarnim 
pretokom zraka, ki ob pravilni uporabi nudi čisto delovno okolje ter zaščito uporabnika in 
okolja pred okužbami s potencialno nevarnimi mikroorganizmi.  
Vsaj 15 minut pred začetkom dela smo v komori z laminarnim pretokom zraka prižgali 
UV-lučko, ki povzroči celično smrt morebitno prisotnih mikroorganizmov z uničenjem 
njihovega dednega materiala, nato pa smo notranjo površino komore prebrisali še s 70 % 
etanolom. Ta prav tako učinkovito uniči prisotne mikroorganizme. Z njim smo prebrisali 
tudi ves material, ki smo ga v komori uporabljali, ter si z njim pred vsakim vstopom v 
komoro razkužili rokavice. Aseptičnost smo zagotavljali še z uporabo sterilnega pribora in 
reagentov, ustreznim odlaganjem odpadkov, enkrat tedenskim čiščenjem laboratorija, 
dobro osebno higieno in osebno zaščitno opremo (rokavice, zaščitna halja in obutev), ki 
smo jo uporabljali le znotraj celičnega laboratorija. 
4.2 GOJENJE CELIČNE LINIJE MCF-7 
Celice MCF-7 so dokaj velike epitelijske celice, ki merijo med 20 in 25 μm. Rastejo 
počasi, njihov podvojitveni čas je med 30 in 40 ur (32). Gojenje celične linije in vitro je 
enostavno, optimalni pogoji rasti, katerim so bile celice izpostavljene med gojenjem v 
inkubatorju, so temperatura 37 °C in 5 % vsebnost CO2. Značilnost celične kulture je 
adherentnost, kar pomeni, da celice rastejo v eni plasti, pritrjene na dno gojitvene posode. 
Pri delu z adherentnimi kulturami je potrebno periodično subkultiviranje oz. pasažiranje – 
odstranjevanje medija in prenos celic v sveže gojišče. To smo izvajali na tri ali štiri dni ter 
s tem omogočili nadaljnje razmnoževanje celične linije. Prednost adherentne kulture je tudi 
enostavno opazovanje in pregled celic pod mikroskopom.  
Za gojenje celične kulture in vitro je ustrezna sestava medija za gojenje ključnega pomena, 
saj celicam zagotavlja vsa za preživetje nujna hranila, s tem pa tudi za rast primerno 
okolje. Zaradi raznolikosti celic in njihovih pogojev rasti danes poznamo veliko 
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komercialno dostopnih medijev, ki se razlikujejo v sestavi in so prilagojeni za gojenje 
različnih celičnih linij. Sestava medija, ki smo ga uporabljali pri delu s celicami MCF-7, je 
opisana v preglednici I. 
Preglednica I: Sestava medija za gojenje celične linije MCF-7. 
Reagent Volumen (mL) 
Gojišče MEME (Minimum Essential Medium Eagle) 500 
Fetalni goveji serum (FBS) 50 
L-glutamin 200 mM 5 
Penicilin 10000 UI/mL in Streptomicin 10 mg/mL 5 
Inzulin 10 mg/mL 0,5 
 
Fetalni goveji serum je ena najpomembnejših sestavin v mediju. Med serumi, ki jih 
gojiščem dodajamo, je ta najpogosteje uporabljen. Je glavni vir rastnih faktorjev, 
aminokislin, sladkorjev, lipidov in hormonov. Rastni faktorji seruma so, skupaj z 
esencialno aminokislino L-glutaminom, nujni za normalno rast rakavih celic, le-to pa naj bi 
spodbujal tudi inzulin. Poleg tega pa serum povečuje pufersko kapaciteto medija in tako 
pripomore k ohranjanju konstantnega pH okolja. V osnovnem gojišču MEME je še 
indikator fenol rdeče, ki poleg pospeševanja rasti celic spreminja barvo v odvisnosti od pH. 
Pri pH, optimalnem za gojenje, je gojišče svetlo rdeče barve, po daljši uporabi pa se obarva 
bolj rožnato. Mediju smo dodali tudi kombinacijo antibiotikov penicilin/streptomicin, ki 
preprečuje okužbe celične kulture z bakterijami (35). 
4.2.1 Shranjevanje in odmrzovanje celic 
Celice MCF-7 smo hranili v zamrzovalniku pri -80 °C. V krioviale smo pred 
zamrzovanjem pripravili raztopino celic v 5 % DMSO, ki deluje kot krioprotektant. Tako 
smo preprečili, da bi ob morebitnem nastanku kristalov ledu med shranjevanjem prišlo do 
poškodbe celic, vendar pa je DMSO v previsokih koncentracijah ali ob predolgi 
izpostavljenosti lahko toksičen za celice. Toksičnemu učinku DMSO-ja smo se izognili s 
primernim postopkom odmrzovanja. Kriovialo s celicami smo čim hitreje prenesli na 
vodno kopel s 37 °C, kjer smo jo pustili približno 2 minuti. Nato smo celično vsebino (1,5 
mL) prenesli v 15 mL centrifugirko z 8,5 mL medija za celice, segretega na 37 °C. Z 
ustrezno protiutežjo smo centrifugirali 4 minute pri relativni centrifugalni sili 162 x g, nato 
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pa z aspiratorjem odsesali supernatant. S postopkom centrifugiranja smo odstranili DMSO, 
s tem pa zmanjšali možnost poškodbe celic. Nastalemu celičnemu peletu smo nato dodali 1 
mL svežega medija ter ga v njem dobro resuspendirali, nato pa še 4 mL do skupnega 
volumna 5 mL. Tako pripravljeno suspenzijo celic smo prenesli v sterilno gojitveno 
posodo T25 s površino 25 cm2. Pod mikroskopom smo preverili, da so celice prisotne, nato 
pa posodo prestavili v inkubator, kjer smo jo pustili čez noč. Celice smo vedno inkubirali 
pri enakih pogojih v inkubatorju pri temperaturi 37 °C in 5 % vsebnosti CO2. 
4.2.2 Menjava medija in presajanje celic 
Zaradi intenzivne rasti celic in porabe hranil v času takoj po nasaditvi smo celicam po 24-
ih urah zamenjali medij. Ker so se celice v tem času že pritrdile na dno gojitvene posode, 
smo z aspiratorjem medij previdno odsesali, nato pa dodali 5 mL segretega svežega 
medija. Po 24-ih urah od menjave medija oz. 48-ih urah od nasaditve celic pa so le-te 
površino gojitvene posode T25 že dovolj prerasle (70–80 % površine posode), da smo jih 
lahko presadili. Najprej smo medij odsesali z aspiratorjem, celice pa sprali s 5 mL 
fosfatnega pufra, da smo odstranili preostanek medija. Pri dodajanju pufra smo pazili, da se 
celice ne bi odlepile, zato smo ga vedno previdno dodali na stranico posode. Sledilo je 
ločevanje celic od podlage s tripsinom – to je encim, ki odlepi celice z dna gojitvene 
posode. V gojitveno posodo smo ga odpipetirali 1 mL ter inkubirali približno 3 minute (37 
°C, 5 % vsebnost CO2). Njegovo delovanje smo prekinili z dodatkom 4 mL medija, nato pa 
vsebino gojitvene posode prenesli v 15 mL centrifugirko. Po centrifugiranju (4 min, 162 x 
g) smo z aspiratorjem odstranili supernatant in celični pelet resuspendirali najprej v 1 mL 
svežega medija, nato pa dodali še 9 mL do skupnega volumna 10 mL, ki je potreben za 
gojenje celic v gojitveni posodi T75 s površino 75 cm2. Celično suspenzijo smo prenesli v 
omenjeno gojitveno posodo, nato pa prestavili v inkubator (37 °C, 5 % vsebnost CO2). 
Presajanje celic med gojitvenimi posodami T75 smo izvajali na 72 ali 96 ur, saj so celice v 
takem času prerasle 70–80 % površine gojitvene posode. Postopek presajanja je skoraj 
enak opisanemu zgoraj (presajanju iz posode T25 v T75), le da je volumen dodanega 
tripsina sedaj 2,5 mL in volumen dodanega medija pred centrifugiranjem 7,5 mL. Volumna 
sta večja zaradi večje površine uporabljene gojitvene posode. Pogled celic MCF-7 pod 
mikroskopom po 24-ih in 72-ih urah od nasaditve je prikazan na sliki 13.  
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Slika 13: Izgled celic MCF-7 pod mikroskopom. Levo je pogled na celice 24 h po 
nasajanju, desno pa 72 h po nasajanju. 
4.2.3 Štetje celic 
Celice smo prešteli med vsakim presajanjem in nasajanjem celic. S tem smo zagotovili 
ustrezno koncentracijo celic za nadaljnjo rast v gojitveni posodi (približno 1,5–2∙106 
celic/mL) ter ustrezno število celic za nanos na mikrotitrske ploščice, potrebne za izvedbo 
načrtovanih testiranj. Štetje celic smo izvedli s hemocitometrom. Zaradi relativno 
majhnega števila preštetih celic v primerjavi z vsemi določanje števila celic sicer ni tako 
natančno, a za potrebe našega eksperimentalnega dela vseeno dovolj dobro.  
K 30 μL celične suspenzije smo dodali 30 μL barvila tripan modro, mešanico dobro 
premešali in 10 μL le-te nanesli na števno komoro. Pod mikroskopom smo tako ločili belo 
obarvane žive celice od modro obarvanih mrtvih celic. V vsakem od 4-ih kvadrantov na 
števni komori (slika 14) smo prešteli žive celice. Pri štetju smo upoštevali tudi celice na 
zunanjih dveh robovih vsakega kvadranta, medtem ko tistih na notranjih robovih nismo 
prešteli. Pomembno je, da smo jih prešteli dovolj hitro, sicer bi začelo barvilo prodirati tudi 
v žive celice in bi njihovo število podcenili.  
 
Slika 14: Polje števne komore. Prirejeno po (36).  
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 Koncentracijo celic smo izračunali po enačbi 1: 
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿 =
𝑎 + 𝑏 + 𝑐 + 𝑑
4
∙ 2 ∙ 104 
Enačba 1: Izračun koncentracije celic. 
• a, b, c, d – število v posameznem kvadrantu preštetih celic 
• 4 – število kvadrantov, v katerih štejemo celice 
• 2 – faktor redčenja celične suspenzije z barvilom tripan modro 
• 104 – faktor, s katerim upoštevamo volumen števne komore (0,1 mm3 = 10-4 mL) 
4.3 DOLOČANJE CELIČNE VIABILNOSTI Z MTS TESTOM  
MTS test je primer testa, ki ga na celicah lahko izvajamo z namenom določanja celične 
viabilnosti oz. citotoksične aktivnosti spojin. Izvedli smo ga z reagenti podjetja Promega 
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay). Testiranje je enostavno, 
hitro in varno. Metabolno aktivne celice pretvorijo MTS-tetrazolijevo sol v obarvan 
produkt – formazan, ki je topen v celičnem mediju. Pretvorba, ki poteče, je prikazana na 
sliki 15. Pri tem je količina formazana, ki nastane, sorazmerna številu živih celic, njegovo 
količino pa lahko enostavno določimo kolorimetrično z merjenjem absorbance pri valovni 
dolžini 492 nm (37).  
 
Slika 15: Redukcija MTS v formazanski produkt. Prirejeno po (37). 
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4.3.1 Izvedba testa 
1.dan: NASAJANJE MIKROTITRSKIH PLOŠČIC 
Po štetju celic na dan presajanja v novo gojitveno posodo (naslednja pasaža) smo celice z 
multikanalno pipeto nasadili na prozorne mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami, ki so 
razporejene v 8 vrstic, označenih s črkami od A–H, in 12 stolpcev, označenih s številkami 
1–12. V vse vdolbinice, razen v zadnji stolpec, smo nanesli 100 μL celične suspenzije, s 
koncentracijo 2∙104 celic/mL, ki smo jo dobili z ustreznim redčenjem (enačba 2). Iz 
koncentracije celic (c1), dobljene po štetju celic, smo izračunali volumen celične suspenzije 
(V1), ki smo ga dodali svežemu mediju za gojenje v 15 mL centrifugirko, da smo dobili 
končni volumen 12 mL. Za nanos na mikrotitrsko ploščico smo potrebovali 8,8 mL celične 
suspenzije (11∙8 vdolbinic po 100 μL), pripravili pa smo je nekoliko več, da bi je imeli 
dovolj tudi v primeru izgub. Pripravljeno celično suspenzijo smo prenesli v rezervoar za 
tekočino ter z multikanalno pipeto nasadili celice na mikrotitrsko ploščico. Vsaka 
vdolbinica je tako vsebovala približno 2000 celic. Nasajeno ploščico smo 24 ur inkubirali 
pri 37 °C in 5 % vsebnosti CO2. 
𝑐1 ∙ 𝑉1 = 2 ∙ 10
4 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿 ∙ 12 𝑚𝐿 
Enačba 2: Izračun redčenja celične suspenzije. 
2. dan: PRIPRAVA TESTNIH SPOJIN IN TRETIRANJE CELIC 
Po 24-ih urah smo celicam v vdolbinice dodali 50 μL testnih spojin določenih koncentracij. 
Vse nanose učinkovin smo izvedli v triplikatih, pred tem pa smo raztopine dobro premešali 
na vibracijskem mešalniku. Po dodatku vseh spojin smo ploščico inkubirali 72 ur pri 37 °C 
in 5 % vsebnosti CO2. 
Pred pripravo testnih spojin smo izhodne spojine (10 mM koncentracija v DMSO-ju) 
odmrznili ter njihove raztopine pripravili v mikrocentrifugirkah, v svežem mediju za 
gojenje celic MCF-7. Tako smo dobili raztopino učinkovine v mediju z 1,5 % DMSO-jem. 
Pri izračunu potrebne koncentracije smo upoštevali trikratno redčenje ob nanosu v 
vdolbinice (50 μL smo dodali k 100 μL), zato je bila koncentracija pripravljenih raztopin 
dejansko trikrat višja od želene na ploščici.   
27 
 
Za presejalne teste smo na ploščici želeli 50 μM koncentracijo, ki smo jo dobili, tako da 
smo v 500 μL medija dodali 7,5 μL 10 mM testne spojine. Sledili so koncentracijski testi, 
pri katerih je bil razpon koncentracij med 0,01 in 100 μM, odvisno od izkazane aktivnosti 
(citotoksičnosti) spojin na presejalnem testu. Testiranj pri koncentracijah višjih od 100 μM 
nismo izvajali, saj so bile testne spojine pripravljene v 10 mM raztopini DMSO-ja, le-ta pa 
bi lahko bil v višjih pripravljenih koncentracijah toksičen za celice. Primer redčenja, s 
katerim smo dosegli željene koncentracije za izvedbo testiranj, je prikazan na sliki 16. 
 
Slika 16: Shema redčenja priprave testnih spojin. 
Najprej smo pripravili začetno raztopino spojine (mikrocentrifugirka 1), tako da smo v 500 
μL medija za gojenje celic dodali 7,5 μL 10 mM testne spojine ter dobro premešali. V 
preostale mikrocentrifugirke (na sliki oštevilčene z 2–6) smo odpipetirali navedene 
volumne 1,5 % DMSO-ja, nato pa med njimi po vrsti s pipeto prenesli volumne, označene 
na puščicah, da smo dobili končne koncentracije raztopin za nanos na ploščico. Da smo 
zagotovili pripravo čim bolj točnih koncentracij, smo mikrocentrifugirko, preden smo iz 
nje odvzeli določen volumen raztopine, dobro pretresli. V prikazanem primeru so bile 
koncentracije na ploščici naslednje: c1 = 50 μM, c2 = 25 μM, c3 = 10 μM, c4 = 5 μM, c5 = 1 
μM in c6 = 0,1 μM. 
Na ploščico smo vedno vključili tudi kontrole. Kontrola 100 % viabilnosti celic je bil 0,5 
% DMSO. Zaradi že omenjenega trikratnega redčenja ob nanosu pa smo dejansko 
pripravili 1,5 % DMSO, ki smo ga vedno nanesli v vsaj 4 vdolbinice, v vsako po 50 μL. Za 
slepo kontrolo smo uporabili medij, v kakršnem so bile raztopljene končne spojine za 
nanos na ploščico, torej enak DMSO kot za kontrolo 100 % celične viabilnosti, le da smo 
ga nanesli v vdolbinice brez celic (3 vdolbinice). Želeli smo, da je volumen raztopin v vseh 
vdolbinicah enak, zato je bil volumen nanosa slepe kontrole večji – 150 μL. Za pozitivno 
kontrolo smo uporabili etopozid s koncentracijo na ploščici 50 μM ali 100 μM. 50 μL smo 
ga nanesli v dve ali tri vdolbinice. Primera načrtov za izvedbo tretiranja pri presejalnem in 
koncentracijskem testu sta na sliki 17.  
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B  Spojina 1 50 μM Spojina 7 50 μM Spojina 13 50 μM 
0,5 % 
DMSO 
 
C  Spojina 2 50 μM Spojina 8 50 μM Spojina 14 50 μM Slepa 
D  Spojina 3 50 μM Spojina 9 50 μM Spojina 15 50 μM  
E  Spojina 4 50 μM Spojina 10 50 μM Spojina 16 50 μM  
F  Spojina 5 50 μM Spojina 11 50 μM ETO 100 µM  
G  Spojina 6 50 μM Spojina 12 50 μM ETO 50 μM  
H          
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B   50 μM   50 μM   50 μM  ETO 
100 μM 
 
C   25 μM   25 μM   25 μM  Slepa 
D  Spojina 10 μM  Spojina 10 μM  Spojina 10 μM  
0,5 % 
DMSO 
 
E  1 5 μM  2 5 μM  3 5 μM   
F   1 μM   1 μM   1 μM   
G   0,1 μM   0,1 μM   0,1μM   
H          
Slika 17: Načrt za izvedbo tretiranja pri presejalnem in koncentracijskem testu.  
 
5. dan - DODATEK MTS IN MERITVE ABSORBANCE  
Po 72-ih urah inkubacije ploščice smo v vse vdolbinice dodali 10 μL MTS reagenta ter 
rahlo premešali. Ker je MTS neobstojen na svetlobi, smo ga dodajali v komori z ugasnjeno 
lučko, vsebnik z reagentom pa smo pred svetlobo zaščitili z aluminijasto folijo. Ploščico 
smo nato inkubirali še 3 ure (37 °C, 5 % vsebnost CO2). Sledilo je merjenje absorbance s 
čitalcem mikrotitrskih ploščic pri valovni dolžini 492 nm. Po končanem merjenju smo 
ploščico zavrgli. 
4.3.2 Izračun celične viabilnosti in analiza rezultatov 
Meritve, ki smo jih dobili, smo najprej analizirali v programu Excel. Celično viabilnost 
smo izračunali po enačbi 3 za vsako izmerjeno absorbanco v triplikatu posebej, nato pa 
smo končni rezultat podali kot povprečje vseh treh vrednosti.  
𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑎 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑛𝑜𝑠𝑡 (%) =
𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 − 𝐴𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎
𝐴0,5% 𝐷𝑀𝑆𝑂 − 𝐴𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎
∙ 100  
Enačba 3: Izračun celične viabilnosti. 
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• Avzorec – izmerjena absorbanca testnih spojin 
• Aslepa – izmerjena absorbanca slepe kontrole 
• A0,5% DMSO – izmerjena absorbanca kontrole 100 % celične viabilnosti 
Za grafičen prikaz rezultatov smo uporabili program GraphPad Prism. Prav tako smo z 
njim izračunali okvirne IC50 vrednosti citotoksičnih spojin. Vnesli smo vrednosti celičnih 
viabilnosti pri danih koncentracijah, slednje pretvorili v logaritemsko skalo (c → log10 c), 
nato pa izvedli nelinearno regresijo z variabilnim naklonom (v programu poimenovano 
»log(inhibitor) vs. response -- Variable slope«). Dobili smo graf, ki prikazuje odvisnost 
celične viabilnosti (%) od logaritma koncentracij (μM), ter izračunane okvirne IC50 
vrednosti. Za spojine, ki niso izkazovale citotoksičnosti, smo izrisali stolpčne diagrame. 
Statistična obdelava podatkov 
Rezultate testiranj smo v programu Excel tudi statistično ovrednotili. Izračunali smo 
vrednosti standardnih odklonov in relativnih standardnih odmikov, nato pa v primeru 
dobljenih večjih odstopanj v rezultatih le-te izločili. Izvedli smo tudi t-test, s katerim smo 
ugotavljali statistično pomembne razlike med dvema skupinama podatkov: med celično 
viabilnostjo, izračunano za posamezno koncentracijo testne spojine, ter kontrolo 100 % 
celične viabilnosti 0,5 % DMSO. Postavili smo dve hipotezi, pri tem pa upoštevali 5 % 
stopnjo tveganja (α = 0,05): 
 1. Ničelna hipoteza (H0): Med skupinama podatkov ni značilnih razlik. 
 2. Alternativna hipoteza (HA): Med skupinama podatkov so značilne razlike. 
Če je bila izračunana p vrednost manjša od 0,05, smo ničelno hipotezo zavrgli ter sprejeli 
alternativno. S 5 % stopnjo tveganja smo lahko trdili, da so med skupinama podatkov 
statistično značilne razlike, kar pomeni, da smo za testirano spojino pri izbrani 
koncentraciji ugotovili citotoksično aktivnost.  
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Kot temelj za napovedovanje citotoksičnosti spojin smo izbrali MTS test, ki smo ga 
izvajali po priporočenem standardnem protokolu podjetja Promega. Test je zanesljiv in 
enostaven za izvedbo, potrebna pa sta bila skrben načrt in dobra časovna razporeditev dela. 
Po tretiranju celic s testnimi spojinami smo za izvedbo MTS testa potrebovali en sam 
reagent, ki smo ga dodali celicam, nato pa po 3-urni inkubaciji izmerili absorbanco. Vsako 
spojino smo testirali v dveh bioloških ponovitvah, z obdelavo rezultatov pa smo dobili 
podatke o citotoksični aktivnosti spojin. 
Celice, nanešene na mikrotitrsko ploščico, smo izpostavili testnim spojinam. Najprej 50 
μM koncentraciji (presejalna testiranja), nato pa odvisno od dobljenih rezultatov še višjim 
ali pa nižjim koncentracijam (0,01–100 μM). Najvišja testirana koncentracija je bila 100 
μM, saj bi se v primeru višjih koncentracij povišala tudi koncentracija DMSO-ja, ki bi 
lahko toksično deloval na celice. DMSO smo namreč uporabili kot topilo za pripravo 
osnovnih raztopin testnih spojin. Vse uporabljene spojine so tvorile obarvane raztopine. 
Raztopine aminov so bile različnih svetlo rumenih odtenkov, raztopine amidov pa so bile 
intenzivnejših barv (odtenki temno rumene, oranžne, rjave in črne barve). Po redčenju 
spojin v mediju za gojenje celic do izbranih nižjih koncentracij barv raztopin nismo več 
ločili med seboj, tudi sicer pa ni znano, da bi imela barva raztopin signifikanten vpliv na 
meritve absorbance pri MTS testu in s tem na končne rezultate. Na videz je bila topnost 
spojin dobra, saj so bile pripravljene raztopine bistre. To delno potrjuje tudi dejstvo, da so 
bili rezultati testiranj obeh bioloških ponovitev za posamezne spojine primerljivi. Izjema je 
bila spojina 20, kjer smo že na prvi pogled ob pripravi prepoznali motno suspenzijo, 
odstopali pa so tudi rezultati obeh bioloških ponovitev, saj priprava točnih koncentracij 
raztopin slabo topne spojine ni bila mogoča. Smiselno bi bilo še dodatno raziskati topnost 
spojin v izbranem topilu, saj bi lahko slaba topnost vplivala na nepravilnost rezultatov. 
Ponovljivost testov smo preverjali še z dodatkom pozitivne kontrole (etopozida) na 
mikrotitrsko ploščico. Celično viabilnost je v koncentraciji 50 μM znižal na okrog 50 %, v 
koncentraciji 100 μM pa na približno 30 %. Če bi te vrednosti pri posameznih testih 
odstopale, bi bila to indikacija za napako pri izvedbi testa, zato bi ga morali ponoviti. 
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Ker ima tudi način dela s celicami velik vpliv na rezultate, moramo tudi to upoštevati pri 
njihovi interpretaciji. Pomembno je bilo previdno in natančno rokovanje s celicami v 
skladu z navodili. Kakovostno delo z njimi je ključno za zanesljive in ponovljive rezultate 
ter za dosego uspeha pri eksperimentalnem delu. V veliki meri ima vpliv na rezultate 
uporaba celic različnih pasaž. Pri našem delu smo zato uporabili le celice, ki smo jih gojili 
do največ 15. pasaže, saj je velika verjetnost, da bodo imele celice v višjih pasažah 
spremenjene značilnosti. V primerjavi s celicami nižjih pasaž lahko imajo spremenjeno 
morfologijo, metabolizem, hitrost rasti idr. Z vsako spremembo celice pa se spremeni tudi 
odziv na testno spojino, ki ga določamo kot predmet naših raziskav, kar vodi v napačne 
rezultate. Možna odstopanja v rezultatih kot posledica dela s celicami so lahko tudi napake, 
ki smo jih naredili v procesu gojenja celic ali med njihovo uporabo za izvedbo testiranj. Pri 
gojenju smo poskušali zagotavljati čim bolj konstantne pogoje, ki so jim bile celice 
izpostavljene, pri uporabi v testiranjih so bili pomembni njihovo natančno štetje, priprava 
ustreznih koncentracij celičnih suspenzij in nanos na mikrotitrske ploščice.  
5.1 PRESEJALNA TESTIRANJA 
Za vse spojine smo izvedli presejalna testiranja, da smo dobili okvirno napoved o 
citotoksični aktivnosti spojin. Celice smo izpostavili spojinam s koncentracijo 50 μM, za 
pozitivno kontrolo pa smo na mikrotitrske ploščice nanesli tudi etopozid (50 μM in 100 
μM). Dobili smo podatke o znižanju celičnega preživetja glede na kontrolo (0,5 % 
DMSO), ki smo jih izrazili s celično viabilnostjo (%). Rezultati za vsako izmed spojin so 
predstavljeni na grafih 1 in 2 ter v preglednici II. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
E
TO
 5
0 
µM
E
TO
 1
00
 µ
M
0,
5 
%
 D
M
SO
0
50
100
150
c
e
li
č
n
a
 v
ia
b
il
n
o
s
t 
(%
)
  
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
E
TO
 1
00
 µ
M
0,
5 
%
 D
M
SO
0
50
100
150
c
e
li
č
n
a
 v
ia
b
il
n
o
s
t 
(%
)
 
Graf 1: Presejalno testiranje aminov. Graf 2: Presejalno testiranje amidov. 
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Preglednica II: Rezultati presejalnega testiranja aminov (levo) in amidov (desno). 
Spojina 
Celična viabilnost 
(%) 
t-test 
(p) 
 Spojina 
Celična viabilnost 
(%) 
t-test 
(p) 
1 105,77 0,08135  14 126,77 0,00099 
2 93,75 0,08334  15 19,77 0,00041 
3 119,28 0,01149  16 10,81 0,00001 
4 100,54 0,82502  17 103,46 0,50850 
5 54,99 0,00008  18 128,72 0,00137 
6 4,68 0,00032  19 35,97 0,00318 
7 38,97 0,00007  20 57,20 0,00187 
8 12,83 0,00005  21 66,99 0,00103 
9 2,44 0,00039  22 1,65 0,00042 
10 116,70 0,00663  23 128,05 0,00115 
11 124,25 0,00147  24 7,89 0,00049 
12 64,90 0,00037  25 4,06 0,00041 
13 40,67 0,00009  26 97,14 0,47304 
 
Iz povprečnih vrednosti celičnih viabilnosti, dobljenih pri presejalnih testiranjih, smo 
sklepali, da med amini niso citotoksične spojine 1, 2, 3, 4, 10 in 11, med amidi pa 14, 17, 
18, 23 in 26, saj se vrednosti gibljejo okrog 100 %. To pomeni, da se število celic, ki so 
bile izpostavljene tem spojinam, v primerjavi s celicami, ki so bile izpostavljene kontroli, 
ni spremenilo (zmanjšalo). Ugotovitve smo podprli še z izvedbo t-testa, katerega 
izračunane p vrednosti so za posamezne spojine poleg celičnih viabilnosti podane v 
zgornjih preglednicah. Spojine, katerih p vrednost je manjša od 0,05, so celično viabilnost 
pomembno znižale glede na kontrolo, torej imajo citotoksično aktivnost. Rezultati t-testa 
se ujemajo z našim predhodnim sklepanjem o citotoksičnosti spojin, le da med spojinami s 
t-testom statistično razliko ugotovimo še pri šestih spojinah: 3, 10 in 11, 14, 18 in 23. Pri 
teh spojinah pa ne gre za znižanje celične viabilnosti, temveč za njen porast nad 100 %.  
S primerjavo dobljenih celičnih viabilnosti analognih spojin pri 50 μM koncentraciji (graf 
3) smo ugotovili, da spojine v paru na prvi pogled večinoma ne izkazujejo podobne 
citotoksične aktivnosti. Primerljive vrednosti celičnih viabilnosti smo opazili le pri treh 
parih spojin (1 in 14, 4 in 17, 10 in 23), ki so se pri tej koncentraciji izkazale kot 
popolnoma necitotoksične (pri vseh celična viabilnost celo presega 100 %), ter pri paru 
spojin 9 in 22, ki je med vsemi testiranimi dosegel najnižje vrednosti celične viabilnosti 
(2,44 % in 1,65 %). Primerljive vrednosti celičnih viabilnosti smo dobili tudi za par spojin 
33 
 
7 in 20, a rezultati niso relevantni, ker smo imeli pri spojini 20 težave s topnostjo. Največjo 
razliko v celični viabilnosti smo pri koncentraciji 50 μM dobili pri spojinah 2 in 15, 3 in 16 
ter 11 in 24. V paru prva navedena spojina (amin) nima citotoksične aktivnosti (93,75 % 
(2), 119,28 % (3) in 124,25 % (11) celična viabilnost), medtem ko je amid povzročil 
znaten padec celične viabilnosti (15 na 19,77 %, 16 na 10,81 % in 24 na 7,89 %). 
Primerjava aktivnosti spojin pri eni sami koncentraciji služi le kot okvirna napoved, 
ustreznejše primerjave bomo dobili z odzivi v širšem koncentracijskem območju (krivulja 
koncentracija-odziv) in izračunanimi IC50 vrednostmi posameznih spojin.  
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Graf 3: Primerjava celične viabilnosti analognih spojin pri 50 μM koncentraciji. 
 
5.2 TESTIRANJA V KONCENTRACIJSKEM OBMOČJU 
Za vse spojine smo po presejalnih testiranjih izvedli še testiranja v širšem 
koncentracijskem območju. Vsako spojino smo v dveh bioloških ponovitvah testirali pri 
šestih izbranih koncentracijah znotraj koncentracijskega območja 0,01–100 μM. 
Koncentracije, pri katerih smo testirali spojine, smo izbrali glede na rezultate presejalnih 
testiranj in prve biološke ponovitve testiranj v koncentracijskem območju, tako da smo 
dobili čim ustreznejše rezultate za izris grafov in izračun okvirnih IC50 vrednosti.  
Za obdelavo in prikaz rezultatov smo uporabljali program GraphPad Prism. Grafe, ki 
prikazujejo odvisnost celične viabilnosti (%) od koncentracije (μM), smo izrisali s 
povprečenjem rezultatov obeh bioloških ponovitev. Rezultate spojin, ki niso imele vpliva 
na celično preživetje (celične viabilnosti niso znatno znižale pod 100 %), smo predstavili s 
stolpčnimi diagrami, medtem ko smo rezultate spojin, ki so se izkazale kot bolj 
citotoksično aktivne, ponazorili s krivuljami odziva v odvisnosti od logaritma 
koncentracije. Za slednje smo izračunali tudi IC50 vrednosti, kjer je bilo to mogoče.  
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5.2.1 Rezultati spojin brez citotoksične aktivnosti 
Vse spojine, ki pri 50 μM koncentraciji na presejalnem testiranju niso znižale celične 
viabilnosti v primerjavi s kontrolo ali pa so jo navidezno celo povišale, smo testirali še pri 
višjih koncentracijah (75 in 100 μM). S tem smo potrdili, da spojine niso citotoksične, saj 
pri vseh spojinah, ki se v presejalnih testih niso izkazale kot citotoksično aktivne, tudi pri 
višjih koncentracijah ni prišlo do znatnega padca celične viabilnosti. 
Spojine brez citotoksične aktivnosti so amini 1, 2, 3, 4, 10, 11 in amidi 14, 17, 18, 23, 26. 
Njihovi rezultati so s stolpčnimi diagrami podani na grafu 4. Nobena izmed spojin ni 
celične viabilnosti glede na kontrolo znižala pod 50 %. Pri izpostavljenosti 50 μM 
koncentraciji smo ugotovili znižanje celične viabilnosti za največ 10%, pri najvišji testirani 
koncentraciji 100 μM pa za največ 30 %. 
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AMIDI 
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Graf 4: Rezultati testiranih aminov in amidov brez citotoksične aktivnosti. 
Za citotoksično neaktivne spojine so pričakovane vrednosti celične viabilnosti okrog 100 
%, dobili pa smo vrednosti, ki to presegajo tudi za do 50 %. Takšni rezultati pri MTS testih 
niso tako nenavadni. Pogost vzrok za to je celična proliferacija, ki zaradi nezadostne 
učinkovitosti oz. aktivnosti spojin poteka v času testa. Možno je tudi, da prisotnost testne 
spojine za celico pomeni izpostavljenost stresnim pogojem, kar bi lahko povzročilo porast 
celičnega metabolizma in s tem povečano pretvorbo MTS reagenta. To zaznamo kot 
navidezno povečano celično viabilnost, čeprav se število celic dejansko ni povečalo.  
V grafih opazimo tudi, da vrednosti celičnih viabilnosti nihajo in ne vedno upadajo z 
višanjem koncentracije spojin. To lahko delno pojasnimo z že zgoraj opisanimi vzroki 
(celična proliferacija, stresni pogoji), možno slabo topnostjo spojin, pa tudi z napakami pri 
našem delu. Lahko, da se je koncentracija celic med vdolbinicami na mikrotitrski ploščici 
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razlikovala, da smo s celicami neustrezno ravnali, da nismo ustrezno redčili testnih spojin 
ali pa da smo bili nenatančni pri katerem od ostalih korakov testa.  
Poleg nihanja vrednosti celičnih viabilnosti smo pri nekaterih spojinah ugotovili zanimiv 
trend naraščanja celične viabilnosti z višanjem koncentracije spojine, kar je ravno obratno 
od pričakovanega. Najizraziteje je to vidno v pri spojinah 18 in 23, saj celična viabilnost s 
koncentracijo narašča v celotnem testiranem koncentracijskem območju. To si lahko 
razlagamo z že navedenimi vzroki. Možno je, da testna spojina stimulira celično 
proliferacijo ali pa je porast celične viabilnosti samo navidezen kot posledica povečanega 
celičnega metabolizma (odziv na stres).  
5.2.2 Rezultati spojin s citotoksično aktivnostjo 
Kot citotoksične spojine smo opredelili tiste, ki so celično viabilnost v primerjavi s 
kontrolo znižale za več kot 50 %. Rezultate obeh bioloških ponovitev testiranj posameznih 
spojin smo povprečili, nato pa jih grafično prikazali s krivuljami odziva v odvisnosti od 
logaritma koncentracije (grafa 5 in 6).  
Vsem aktivnim spojinam smo želeli določiti IC50 vrednosti. Kjer je bilo to mogoče, smo 
izračunano vrednost navedli na grafe posameznih spojin, pri nekaterih spojinah (7, 12, 13 
in 20) pa smo imeli zaradi nepopolnih krivulj pri napovedi IC50 vrednosti težave. Vzrok teh 
je bilo premajhno znižanje celične viabilnosti tudi pri najvišjih testiranih koncentracijah (le 
malo pod 50 % glede na kontrolo) ali pa smo dobili krivulje, ki niso tvorile platoja oz. 
pravilne sigmoidne oblike. IC50 vrednosti teh spojin zato na grafih niso navedene. 
Omenjenim težavam pri določanju IC50 vrednosti bi se izognili, če bi spojine testirali pri še 
višjih koncentracijah, saj bi tako najverjetneje dobili ustrezne oblike krivulj, a nas je pri 
tem omejevala toksičnost DMSO-ja in netopnost spojin. Poseben primer sta spojini 5 in 21, 
ki sicer nimata popolnih krivulj, a smo zanju s prilagoditvijo izračuna vseeno napovedali 
IC50 vrednost, saj smo dosegli dovolj nizke vrednosti celičnih viabilnosti, pa tudi plato 
krivulje je delno dosežen. Izračun smo prilagodili tako, da smo parametre nelinearne 
regresije nastavili na 0 kot najnižjo vrednost krivulje ter tako dobili boljšo napoved kot bi 
jo dobili brez prilagoditve. Tako izračunane vrednosti IC50 so na grafu označene z zvezdico 
(*). Vse izračunane IC50 vrednosti so le okvirne, saj bi morali za bolj natančno napoved 
izvesti vsaj tri biološke ponovitve testa vsake spojine. 
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Graf 5: Celična viabilnost v odvisnosti od logaritma koncentracije testiranih aminov. 
Med trinajstimi testiranimi amini smo sedem spojin opredelili kot citotoksične, ker so 
celično viabilnost signifikantno znižale v primerjavi s kontrolo (pod 50 %). Citotoksično 
aktivnost smo ugotovili pri polovici spojin v skupini A: spojine 5, 6, 7, 8, 9; v skupini B pa 
pri dveh spojinah od treh: spojini 12 in 13.  
Spojine 6, 8 in 9  so se med amini izkazale za citotoksično najbolj aktivne, saj so zanje 
izračunane IC50 vrednosti najnižje. IC50 vrednost spojine 6 je 24,1 μM, spojine 8 16,1 μM, 
spojine 9 pa 14,9 μM. Celično viabilnost so pri najvišji testirani koncentraciji (75 μM) 
znižale na 1,6 % (6), 11,9 % (8) in 0,6 % (9). Te vrednosti celičnih viabilnosti so najnižje 
dosežene med testiranimi amini. 
Kot manj citotoksične so se izkazale spojine 5, 7, 12 in 13. Šele pri koncentraciji višji od 
50 μM so celično viabilnost znižale pod 50 % glede na kontrolo. Zaradi dobljenih 
nepopolnih krivulj smo IC50 vrednost določili le med temi najbolj citotoksični spojini 5, pa 
tudi pri tej smo za izračun uporabili prilagoditev, nastavitev dna krivulje na 0. Izračunana 
IC50 vrednost je najvišja izračunana med amini in znaša 58,4 μM. Če namesto IC50 
vrednosti primerjamo dosežene vrednosti celičnih viabilnosti teh spojin pri najvišji testirani 
koncentraciji (100 μM), ugotovimo, da je spojina 5 dosegla najnižje vrednosti (32,7 %) in 
je tako najbolj citotoksična, medtem ko so preostale spojine celično viabilnost znižale manj 
(spojina 7 na 44,4 %, spojina 12 na 42,2 % in spojina 13 na 45,7 %). Krivulji spojin 7 in 13 
imata podobno pravilno sigmoidno obliko krivulje, zato sklepamo, da sta njuni citotoksični 
aktivnosti podobni, medtem ko krivulja spojine 12 pri 100 μM koncentraciji še ni dosegla 
platoja in smo jo opredelili kot najmanj citotoksično aktivno.   
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Graf 6: Celična viabilnost v odvisnosti od logaritma koncentracije testiranih amidov. 
Med trinajstimi amidi smo določili osem spojin s citotoksično aktivnostjo. Od tega jih šest 
(od desetih) spada v skupino A: spojine 15, 16, 19, 20, 21 in 22, dve (od treh) pa sta iz 
skupine B: spojini 24 in 25.  
Po citotoksični aktivnosti izstopa spojina 22. Celično viabilnost je za skoraj 100 % znižala 
že pri koncentraciji 1 μM, izrisana krivulja pa ima zelo strm padec. Določili smo ji IC50 
vrednost 0,5 μM. Glede na izračunano IC50 vrednost ji po citotoksičnosti sledijo spojine 16 
(3,1 μM), 25 (5,6 μM), 15 (9,1 μM), 24 (9,2 μM) in 19 (10,5 μM). Vse naštete spojine 
imajo popolne sigmoidne krivulje z doseženimi dovolj nizkimi vrednostmi celičnih 
viabilnosti. IC50 vrednost smo lahko s prilagoditvijo določili še spojini 21, tako da smo dno 
krivulje nastavili na 0 kot najnižjo vrednost. Dobili smo višjo IC50 vrednost 69,4 μM.  
Težave pri določanju citotoksične aktivnosti in IC50 vrednosti smo imeli pri spojini 20, saj 
smo dobili velika odstopanja med obema biološkima ponovitvama testa. Najverjetneje je 
vzrok za to slaba topnost spojine v DMSO-ju, kar je onemogočalo pripravo točnih 
koncentracij raztopin. Na grafu so zato izjemoma predstavljene tri krivulje; s tanjšo črto so 
prikazani rezultati prve in druge biološke ponovitve testa, debelejša pa predstavlja njuno 
povprečje. IC50 vrednosti za spojino 20 zaradi ne dovolj nizkih doseženih celičnih 
viabilnosti (54,5 % pri koncentraciji 50 μM) nismo mogli določiti.  
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5.2.3 Ugotavljanje vpliva strukture na citotoksičnost spojin 
5.2.3.1 Amini 
Amine skupine A (spojine z estrsko skupino na mestu 6 benzotiazolnega ogrodja), ki 
celične viabilnosti niso signifikantno znižali (1, 2, 3, 4, 10), smo primerjali glede na 
substituent na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja, ki je med spojinami različen. Ugotovili 
smo, da je na omenjenem mestu kisikov atom skupen vsem petim spojinam. Pri spojinah 1, 
2, 3 in 4 le-ta tvori etrsko vez, medtem ko je pri spojini 10 del hidroksilne skupine (slika 
18).  
  1         2   3   4  10 
      
         
 
 
 
Slika 18: Primerjava substituentov, ki so pripeti na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja 
necitotoksičnih aminov. 
Kisikov atom na enakem mestu imata sicer tudi citotoksično aktivni spojini 8 in 9, a se od 
necitotoksičnih spojin razlikujeta po fragmentu, ki je preko kisikovega atoma pripet na 
spojino. Vsebujeta sterično večji in bolj razvejan substituent, kar se odraža tudi v večji 
molekulski masi (MM). MM substituenta spojine 8 je 319 g/mol, MM substituenta spojine 
9 pa 247 g/mol, kar pomeni skoraj dvakrat večjo MM v primerjavi z največjim 
substituentom med necitotoksičnimi spojinami (spojina 3), katerega MM je 130 g/mol. 
Spojine skupine A, ki so se izkazale kot citotoksične, na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja 
vsebujejo različne substituente, ki so predstavljeni na sliki 19. Vsem je skupen vsaj en 
cikličen obroč v njihovi strukturi. V spojinah 5 in 6 je to nasičen pirolidinski obroč, spojina 
7 vsebuje nenasičen benzenov obroč, spojini 8 in 9 pa vsebujeta tako nenasičen benzenov 
kot tudi nasičen piperidinski obroč. Čeprav je ciklična struktura skupna vsem, ne moremo 
trditi, da je ta odgovorna za citotoksično delovanje, saj se pojavlja tudi pri spojinah brez 
citotoksične aktivnosti. Spojina 3 vsebuje morfolinski, spojina 4 pa tiofenski obroč.  
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  8   9    6    5    7 
   
  
Slika 19: Strukture substituentov, ki jih imajo na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja pripeti 
amini skupine A s citotoksično aktivnostjo. Od leve proti desni citotoksičnost spojin pada. 
Med temi najbolj citotoksično aktivne spojine 6, 8 in 9 imajo na mestu 4 benzotiazolnega 
ogrodja pripete največje fragmente, manj citotoksični spojini 5 in 7 pa vsebujeta vsaka le 
po eno ciklično strukturo. Primerjali smo spojini 5 in 6, ki imata na tem mestu skupen 
pirolidinski obroč, a je nanj pri spojini 6 pripet še dodaten razvejan fragment. Ker je 
spojina 6 citotoksično bolj aktivna od spojine 5, saj ima več kot enkrat nižjo IC50 vrednost, 
smo sklepali, da bi lahko bil ta odgovoren za večjo citotoksičnost spojine. Ponovno smo 
ugotovili trend večanja citotoksične aktivnosti z večanjem strukture pripetega substituenta 
na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja. 
Glede na citotoksičnost aminov skupine A sklepamo, da je za citotoksično aktivnost 
najpomembnejša velikost fragmenta na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja – večji je, bolj 
citotoksično aktivna je spojina. Prisotnost ciklične strukture je prav tako možen vzrok 
večje aktivnosti, a bi morali pri tem upoštevati oz. raziskati še vpliv njene razdalje od 
benzotiazolnega ogrodja ter specifičnost strukture (nasičen/nenasičen obroč, vpeti atomi 
drugih elementov). Za natančnejše ugotovitve o vplivu strukture substituenta na mestu 4 
benzotiazolnega ogrodja na citotoksično aktivnost spojin bi bilo smiselno testiranje čim 
večjega števila spojin, ki bi se razlikovale po omenjenem substituentu. Tega bi 
sistematično spreminjali in ugotavljali morebitne vplive na citotoksično aktivnost spojin. 
Pri aminih skupine B smo ugotavljamo vpliv spremembe substituenta na mestu 6 
benzotiazolnega ogrodja, saj imajo na mestu 4 vsi preko kisikovega atoma vezan benzilni 
fragment. Spojina 11, ki ima na mestu 6 vezan N-(cianometil)karboksamidni fragment (-
CONHCH3CN) nima citotoksične aktivnosti, imata pa jo spojini 12 in 13 s karboksamidno 
(-CONH2) in cianidno (-CN) skupino, a je pri obeh zelo nizka (pri najvišji testirani 
koncentraciji 100 μM celično viabilnost spojini znižata na zgolj 42,2 % in 45,7 %). Za 
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noben amin skupine B ni bilo mogoče izračunati IC50 vrednosti, saj so bile dobljene 
vrednosti celičnih viabilnosti previsoke, krivulje pa nepopolne. 
Želeli smo primerjati še amine skupine A z amini skupine B, a primerjava zaradi majhnega 
števila testiranih spojin ne bi bila smiselna (v skupino A spada deset aminov, v skupino B 
pa le trije). Smiselno bi bilo npr. v testiranje vključiti še spojino, ki bi imela na mestu 4 
benzotiazolnega ogrodja preko etrske vezi vezan benzilni fragment (kot vse spojine 
skupine B) in na mestu 6 benzotiazolnega ogrodja estrsko skupino (kot vse spojine skupine 
A). Tako bi ugotovili, kako na citotoksičnost vplivamo samo s spremembo substituenta na 
mestu 6 benzotiazolnega ogrodja in bi posledično lahko primerjali tudi amine med 
skupinama A in B. Enako bi dosegli, če bi vse spojine skupine A spremenili le na mestu 6 
benzotiazolnega ogrodja, tako da bi vsako med njimi testirali z vsemi štirimi možnimi 
substituenti na tem mestu (-COOCH3, -CONHCH3CN, -CONH2, -CN), substituenta 4 pa 
pri tem ne bi spreminjali. 
5.2.3.2 Amidi 
Tudi med amidi smo z namenom iskanja povezave med strukturo in citotoksičnostjo 
spojine pregledali strukture substituentov na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja. Med amidi 
skupine A citotoksične aktivnosti nismo ugotovili pri spojinah 14, 17, 18 in 23. 
Substituenti teh spojin so raznoliki (slika 20) in jasne povezave med njimi nismo našli. Kot 
njihovo skupno lastnost bi lahko navedli majhno MM substituentov v primerjavi s 
substituenti ostalih testiranih amidov skupine A.  
  14        17            18        23 
 
 
 
 
Slika 20: Strukture substituentov, ki jih imajo na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja pripeti 
amidi skupine A brez citotoksične aktivnosti. 
Kot omejitev pri primerjavi teh spojin je treba poudariti, da se spojina 23 od preostalih 
razlikuje tudi po substituentu na mestu 6 benzotiazolnega ogrodja, saj ima estrsko skupino 
(-COOCH3) zamenjano s karboksilno (-COOH), to pa bi lahko vplivalo na citotoksičnost.  
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Kot najbolj citotoksično aktivno spojino med amidi skupine A smo ugotovili spojino 22, 
sledi ji spojina 16, nato pa s podobno citotoksično aktivnostjo spojini 15 in 19. Veliko 
manj citotoksična spojina z visoko IC50 vrednostjo je spojina 21. Substituenti naštetih 
spojin so prikazani na sliki 21. Spojine 20 zaradi neponovljivih rezultatov obeh bioloških 
ponovitev, ki predvidevamo, da so posledica slabe topnosti, nismo vključili v primerjavo. 
 22                      16                 15              19                      21 
 
 
 
  
Slika 21: Strukture substituentov, ki jih imajo na mestu 4 benzotiazolnega ogrodja pripeti 
amidi skupine A s citotoksično aktivnostjo. Od leve proti desni citotoksičnost spojin pada. 
Že na prvi pogled smo ugotovili, da je vsem substituentom, ki so del citotoksično aktivnih 
amidov, skupna dokaj velika MM. Citotoksičnost sicer ne narašča pravilno z večanjem 
substituentov, a je v primerjavi s substituenti necitotoksičnih amidov razlika v MM očitna. 
MM necitotoksičnih amidov so v razponu od 17 do največ 113 g/mol, medtem ko so MM 
citotoksičnih amidov med 75 in 319 g/mol. Strukture fragmentov citotoksičnih amidov so 
večinoma tudi kompleksnejše od necitotoksičnih, vsebujejo večje število atomov kisika in 
dušika in so bolj razvejane.  
Med amidi skupine B smo ugotavljali vpliv substituenta na mestu 6 benzotiazolnega 
ogrodja, saj je substituent na mestu 4 pri vseh treh spojinah enak. Citotoksično aktivni sta 
spojini 24 in 25, ki imata na mestu 6 podobna substituenta, N-(cianometil)karboksamidni 
fragment (-CONHCH3CN) in karboksamidni fragment (-CONH2). Spojina 26, ki ima na 
tem mestu le cianidno skupino (-CN), se ni izkazala kot citotoksično aktivna. Primerjamo 
jo lahko s citotoksično spojino 24, ki prav tako vsebuje cianidno skupino, a je tu del 
večjega substituenta, ki je glede na to, da sta spojini sicer enaki, najverjetneje odgovoren 
za večjo citotoksičnost spojine.  
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5.3 PRIMERJAVA CITOTOKSIČNOSTI AMINOV IN NJIHOVIH 
AMIDNIH DERIVATOV 
Z namenom primerjave citotoksičnosti končne spojine – amida s citotoksičnostjo njenega 
produkta hidrolize – aromatskega amina smo MTS teste izvedli za analogne pare spojin. 
Primerjavo med aromatskimi amini in njihovimi amidnimi derivati smo prikazali na 
spodnjih grafih. Krivulje spojin s citotoksično aktivnostjo so izrisane z neprekinjeno črto, 
krivulje spojin brez citotoksične aktivnosti pa s prekinjeno. Rezultati aminov so prikazani z 
rožnato, rezultati njihovih amidnih derivatov pa z modro barvo. Na grafe smo dodali tudi 
strukture spojin – strukture aminov so nad grafom levo, strukture amidov pa desno. 
Primerjali smo dvanajst parov spojin, saj v primerjavo nismo vključili enega para (spojin 7 
in 20), ker je pri obeh spojinah dobljena krivulja nepopolna, hkrati pa smo imeli pri amidu 
20 še težave s ponovljivostjo testa in zato nismo dobili ustreznih rezultatov. 
Če kot kriterij ujemanja citotoksičnosti aminov z njihovimi amidnimi derivati vzamemo le 
podatek, ali je spojina citotoksična ali ne (znižanje celične viabilnosti pod 50 % glede na 
kontrolo), ugotovimo ujemanje pri sedmih parih testiranih spojin. Pri treh smo ugotovili, 
da obe spojini v paru uvrščamo med citotoksično neaktivne spojine (graf 7), pri štirih pa, 
da sta obe spojini v paru citotoksični (graf 8). 
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Graf 7: Primerjava med spojinami, kjer sta obe v paru brez citotoksične aktivnosti. 
Spojine 1 in 14, 4 in 17 ter 10 in 23 smo testirali pri koncentracijah 1 μM, 10 μM, 25 μM, 
50 μM, 75 μM in 100 μM, pri čemer nobena med njimi ni znižala celične viabilnosti pod 
50 %. Pri parih 1 in 14 ter 10 in 23 so dobljene celične viabilnosti do koncentracije 25 μM 
podobne (vrednosti do tu rahlo naraščajo), pri višjih koncentracijah pa sta se amina v 
primerjavi z amidnima derivatoma izkazala kot nekoliko bolj citotoksična. Pri 
koncentraciji 100 μM je amin 1 povzročil znižanje celične viabilnosti na 83,8 %, njegov 
amidni derivat 14 pa je vrednosti navidezno celo povišal, na 116,6 %. Podobno smo 
ugotovili pri aminu 10, ki je celično viabilnost znižal na 84,2 %, njegov amidni derivat 23 
pa jo je povečal na 138,7 %. Kot omejitev moramo navesti, da amid 23 ni direkten analog 
amina, saj ima na mestu 6 benzotiazolnega ogrodja estrsko skupino zamenjano s 
karboksilno, kar bi lahko prav tako vplivalo na rezultate. V paru spojin 4 in 17 smo 
ugotovili večjo citotoksičnost amidnega derivata 17. Grafa spojin sta sicer po obliki zelo 
podobna – ujemata se v porastih in padcih izmerjenih celičnih viabilnosti pri določenih 
koncentracijah, le da so vrednosti celičnih viabilnosti amidnega derivata za 40–50 % nižje 
od celičnih viabilnosti amina. 
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Graf 8: Primerjava med spojinami, kjer imata obe v paru citotoksično aktivnost. 
V paru spojin 6 in 19 je bolj citotoksičen amidni derivat. Določili smo mu IC50 vrednost 
10,5 μM, kar je več kot enkrat manj v primerjavi z IC50 vrednostjo amina, ki znaša 24,1 
μM. S primerjavo grafov sicer ugotovimo, da ima krivulja amina bolj strm in večji padec 
kot krivulja amidnega derivata, pa tudi pri najvišji testirani koncentraciji dosežene celične 
viabilnosti so nižje (amin je pri koncentraciji 75 μM povzročil padec celične viabilnosti na 
1,0 %, amid pa na 34,6 %). V paru spojin 8 in 21 se je amin izkazal kot bolj citotoksičen. 
Njegova IC50 vrednost (16,1 μM) je več kot štirikrat nižja od IC50 vrednosti njegovega 
amidnega derivata (69,4 μM). Ker krivulja slednjega ne doseže platoja, smo njegovo IC50 
vrednost izračunali s prilagoditvijo dna krivulje na 0, a smo tudi brez prilagoditve dobili 
podobno IC50 vrednost, 67,1 μM.    
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Tako amin 9 kot njegov amidni derivat 22 sta dosegla zelo nizke vrednosti celične 
viabilnosti pri najvišji testirani koncentraciji (amin 0,6 % in amid 1,6 %), njuni krivulji pa 
sta pravilnih sigmoidnih oblik. Večja citotoksičnost amidnega derivata je v tem primeru 
jasno razvidna že iz grafa, saj je njegova krivulja pomaknjena bolj v levo, proti nižjim 
koncentracijam. Enako potrdimo z dobljenimi IC50 vrednostmi – 14,9 μM za amin in 0,5 
μM za amid. 
Spojin 12 in 25 ne moremo primerjati po IC50 vrednostih, saj smo jo določili le spojini 25 
(5,6 μM), katere krivulja ima izrazit padec in pravilno sigmoidno obliko, spojini 12 pa je 
zaradi dobljene nepopolne krivulje, kljub njeni citotoksičnosti nismo mogli določiti. Če ju 
primerjamo po dobljenih celičnih viabilnosti pri posameznih koncentracijah, ugotovimo, 
da je amidni derivat 25 pri vseh koncentracijah višjih od 1 μM dosegel nižje vrednosti. Pri 
koncentraciji 10 μM je celična viabilnost nižja za 64,1 %, pri 50 μM za 50,2 %, pri 75 μM 
pa za 37,6 %.  
V dveh primerih smo ugotovili, da je v paru citotoksičen amin, njegov amidni derivat pa ne 
(graf 9), v treh parih pa obratno, da je citotoksičen amidni derivat, amin pa ne (graf 10).  
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Graf 9: Primerjava med spojinami, kjer ima le amin v paru citotoksično aktivnost. 
V paru spojin 5 in 18 smo kot citotoksično aktivno spojino določili amin, a je tudi ta le 
šibko citotoksičen. Spojini v paru do koncentracije 10 μM ne kažeta nobene citotoksične 
aktivnosti, pri najvišji testirani koncentraciji 100 μM pa amin zniža celično viabilnost na 
32,7 %, medtem ko jo njegov amidni derivat celo poveča na 149,1 %. Amidu IC50 
vrednosti nismo določili, aminu pa smo jo izračunali s prilagoditvijo dna krivulje na 0, saj 
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je dobljena krivulja nepopolna, brez doseženega sigmoidnega dela pri najvišjih testiranih 
koncentracijah. Znaša 58,4 μM. 
Čeprav se je v paru spojin 13 in 26 amin izkazal kot citotoksičen, saj je znižal celično 
viabilnost pod 50 %, mu zaradi dobljene nepopolne krivulje IC50 vrednosti nismo mogli 
določiti. Z njegovim amidnim derivatom smo ga primerjali po vrednostih celičnih 
viabilnosti pri posameznih koncentracijah. Ugotovili smo, da so dobljene celične 
viabilnosti pri aminu nižje pri vseh koncentracijah, z izjemo 1 μM. Pri koncentraciji 10 μM  
je celična viabilnost nižja za 22,6 %, pri 25 μM za 44,5 %, pri 50 μM za 44,7 %, pri 75 μM 
za 37,3 %, pri 100 μM pa za 39,4 %. 
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Graf 10: Primerjava med spojinami, kjer ima le amid v paru citotoksično aktivnost.  
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V vseh treh primerih, kjer se je amidni derivat v paru izkazal za bolj citotoksičnega, so 
krivulje le-teh pravilnih sigmoidnih oblik, z doseženimi nizkimi vrednostmi celičnih 
viabilnosti, zato smo jim lahko določili IC50 vrednosti. Te znašajo 9,1 μM za amid 15, 3,1 
μM za amid 16 in 9,2 μM za amid 24. Pri vseh testiranih koncentracijah so vrednosti 
celičnih viabilnosti izmerjenih za amidne derivate nižje od celičnih viabilnosti izmerjenih 
za amine. Največje razlike med njimi smo dobili pri koncentracijah višjih od 10 μM. V 
paru spojin 2 in 15 je celična viabilnost izmerjena za amidni derivat pri koncentraciji 10 
μM nižja za 58,5 %, pri koncentraciji 25 μM za 79,8 %, pri koncentraciji 50 μM pa za 74,1 
%. V paru spojin 3 in 16 so celične viabilnosti amidnih derivatov pri koncentracijah 10 
μM, 25 μM in 50 μM nižje za več kot 100 %. To je posledica porasta celičnih viabilnosti 
dobljenih za amin nad 100 %. Velike razlike v vrednostih celičnih viabilnosti so tudi med 
aminom 11 in njegovim amidnim derivatom 24. Ker smo ju testirali pri različnih 
koncentracijah (amin pri koncentracijah 1 μM, 10 μM, 25 μM, 50 μM, 75 μM in 100 μM; 
amid pa pri nižjih koncentracijah 0,1 μM, 1 μM, 5 μM, 10 μM 15 μM in 30 μM), ju lahko 
primerjamo le pri skupni testirani koncentraciji 10 μM. Tu je celična viabilnost izmerjena 
za amidni derivat za 88,8 % nižja od celične viabilnosti amina, iz poteka grafov pa 
razberemo tudi, da bi bila razlika tudi pri ostalih koncentracijah podobna. 
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6 SKLEP 
Z MTS testom smo določali citotoksično aktivnost aromatskih aminov in njihovih amidnih 
derivatov. Med amini smo ugotovili sedem spojin s citotoksično aktivnostjo: spojine 6, 7, 8 
in 9 iz skupine A ter 12 in 13 iz skupine B; med amidi pa osem spojin: spojine 15, 16, 19, 
20, 21 in 22 iz skupine A ter 24 in 25 iz skupine B. Kot necitotoksične spojine smo 
opredelili tiste, ki celične viabilnosti niso znižale pod 50 % glede na kontrolo. Med amini 
so to spojine 1, 2, 3, 4, 10 in 11, med amidi pa 14, 17, 18, 23 in 26.  
Ugotavljali smo vpliv strukture na citotoksično aktivnost spojin, pri čemer smo prišli do 
sledečih spoznanj: 
− Med amini skupine A smo ugotovili trend večanja citotoksičnosti spojin z 
večanjem molekulske mase oz. razvejanosti substituenta na mestu 4 
benzotiazolnega obroča. Citotoksičnim aminom skupine A je na tem mestu skupna 
ciklična struktura, pri dveh spojinah je to pirolidinski, pri treh pa benzenov obroč. 
Vsem necitotoksičnim aminom skupine A je na omenjenem mestu skupen kisikov 
atom, ki je del etrske vezi ali hidroksilne skupine.  
− Necitotoksični amidi skupine A imajo na mestu 4 benzotiazolnega obroča vezane 
manjše substituente v primerjavi s citotoksičnimi amidi, katerih substituenti so 
večinoma večji, bolj razvejani in kompleksnejši.  
− Med amini in amidi znotraj skupine B nismo ugotovili jasnih povezav med 
substituentom in citotoksično aktivnostjo spojine, saj smo testirali premajhno 
število spojin tega tipa in primerjava ne bi bila smiselna. 
− Med vsemi testiranimi spojinami smo večjo citotoksično aktivnost ugotovili pri 
spojinah z bazičnimi centri v stranskih verigah na mestu 4 benzotiazolnega obroča.  
S primerjavo citotoksične aktivnosti aromatskih aminov in njihovih amidnih derivatov smo 
ugotovili naslednje: 
- Ujemanje v citotoksični aktivnosti smo ugotovili pri sedmih parih spojin – v treh 
primerih nobena od spojin v paru nima citotoksične aktivnosti (1 in 14, 4 in 17, 10 
in 23), v štirih pa sta obe spojini v paru citotoksični. Med slednjimi je v treh 
primerih od amina bolj citotoksičen amidni derivat (6 in 19, 9 in 22 ter 12 in 25), v 
enem primeru pa je od amidnega derivata bolj citotoksičen amin (8 in 21). 
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- Pri dveh parih spojin je v paru citotoksičen amin, amidni derivat pa ne (5 in 18, 13 
in 26). V obeh primerih ima amin le šibko citotoksično aktivnost. 
- V treh primerih je v paru citotoksičen amidni derivat, amin pa ne (2 in 15, 3 in 16, 
11 in 24). V vseh treh primerih ima amidni derivat veliko citotoksično aktivnost. 
Dobljeni rezultati so osnova za nadaljnje raziskovalno delo in sintezo učinkovin. Njihovo 
napovedno vrednost bi lahko izboljšali, tako da bi vse teste izvedli v vsaj treh bioloških 
ponovitvah, prav tako bi lahko spojine testirali na različnih celičnih linijah ali pa bi 
uporabili ne le enega, ampak več različnih testov za vrednotenje citotoksičnosti spojin. Da 
bi lahko bolje raziskali vpliv strukturnih elementov oz. spremembe substituenta na mestu 4 
in 6 benzotiazolnega obroča na citotoksično aktivnost spojin, bi bilo smiselno testirati tudi 
čim večje število spojin, ki bi jim sistematično spreminjali substituente na omenjenih 
mestih. 
  
53 
 
7 LITERATURA 
1. Obreza A, Šmid Korbar J, Humar M, Janeš D, Razinger B, Franklič D idr. 
Farmacevtski terminološki slovar. 1. izdaja, Inštitut za slovenski jezik Frana 
Ramovša ZRC Sazu, Ljubljana, 2011. 
2. Cummings BS, Schnellmann RG, Willis LP. Measurement of Cell Death in 
Mammalian Cells. Current Protocols in Pharmacology, 2004; 25(1): 12.8.1-12.8.22. 
3. Salih Istifli E, Basri Ila H. Cytotoxicity - Definition, Identification, and Cytotoxic 
Compounds [Internet]. IntechOpen, 2019: 87-92. 
4. Cytotoxicity – These assays tell you what your cells don’t like. Spletna stran: 
https://www.bmglabtech.com/cytotoxicity-these-assays-tell-you-what-your-cells-
dont-like/ (dostop 4.4.2020). 
5. Bácskay I, Nemes D, Fenyvesi F, Váradi J, Vasvári G, Fehér P, Vecsernyés M, 
Ujhelyi Z. Cytotoxicity: Role of Cytotoxicity Experiments in Pharmaceutical 
Development [Internet]. IntechOpen, 2018: 131-139. 
6. Riss TL, Moravec RA, Niles AL, Duellman S, Benink HA, Worzella TJ, Minor L. 
Cell Viability Assays [Internet]. Eli Lilly & Company and the National Center for 
Advancing Translational Sciences, 2013: 1-25. 
7. Gad SC. Preclinical Development Handbook: Toxicology [Internet]. John Wiley & 
Sons, 2008: 512-513. 
8. Larramendy ML, Soloneski S. Genotoxicity - A Predictable Risk to Our Actual 
World [Internet]. IntechOpen, 2018: 1-12. 
9. Stoddart MJ. Mammalian Cell Viability – Methods and Protocols. Humana Press, 
Totowa, 2011: 7-12, 27-32, 103-108. 
10. Kumar P, Nagarajan A, Uchil PD. Analysis of Cell Viability by the Lactate 
Dehydrogenase Assay. Cold Spring Harbor Protocols, 2018; 6: 465-468. 
11. CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay Kit. Spletna stran: 
https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MAN0018500_CyQUANT-LDH-Cytotoxicity-Assay-
Kit_PI.pdf (dostop: 1.4.2020). 
12. Calderwood SK, Prince TL. Chaperones: Methods and Protocols. Springer, New 
York, 2018: 119-120. 
54 
 
13. CellTiter-Blue® Cell Viability Assay. Spletna stran: https://www.promega.com/-
/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/101/celltiter-blue-cell-viability-
assay-protocol.pdf (dostop: 2.4.2020). 
14. Celis JE, Carter N, Simons K, Small JV, Hunter T, Shotton D. Cell Biology: A 
Laboratory Handbook. Elsevier, Amsterdam, 2006: 27-28. 
15. CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay. Spletna stran: 
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-
bulletins/0/celltiter-glo-luminescent-cell-viability-assay-protocol.pdf (dostop 
3.4.2020). 
16. Josephy PD, Mannervik B. Molecular Toxicology. 2. izdaja, Oxford University 
Press, New York, 2006: 509-510. 
17. Riedel K, Scherer G, Engl J, Hagedorn HW, Tricker AR. Determination of Three 
Carcinogenic Aromatic Amines in Urine of Smokers and Nonsmokers. Journal of 
Analytical Toxicology, 2006; 30(3): 187–195. 
18. Saks M, Upreti S, Sv R, Dang R. Genotoxicity: Mechanisms, Testing Guidelines and 
Methods. Global Journal of Pharmacy & Pharmaceutical Science, 2017; 1(5). 
19. Guidance Document or Revisions to OECD Genetic Toxicology Test Guidelines. 
Spletna stran: 
https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/Genetic%20Toxicology%20Guidance%
20Document%20Aug%2031%202015.pdf (dostop: 7.4.2020). 
20. DeMarini DM. The Role of Genotoxicity in Carcinogenesis. Spletna stran: 
https://publications.iarc.fr/_publications/media/download/5138/38734ce1734725bbef
9f32b4d2a0baf2289a0767.pdf (dostop: 10.4.2020). 
21. Arko D, Strojan P. Onkologija – Učbenik za Študente Medicine [Internet]. 1. izdaja, 
Onkološki inštitut Ljubljana, Ljubljana, 2018: 38-55. 
22. Nohmi T. Thresholds of Genotoxic and Non-Genotoxic Carcinogens. Toxicological 
Research, 2018; 34(4): 281–290. 
23. IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans. Some 
Aromatic Amines, Organic Dyes, and Related Exposures. IARC Monographs, Lyon, 
2010; 99: 41-54. 
24. Coleman MD. Human Drug Metabolism: An Introduction. John Wiley & Sons, 
Chichester, 2005: 198-209. 
55 
 
25. Sabbioni G, Jones CR. Biomonitoring of Arylamines and Nitroarenes. Biomarkers, 
2002; 7(5): 347–421. 
26. Borosky GL. Ultimate Carcinogenic Metabolites from Aromatic and Heterocyclic 
Aromatic Amines: A Computational Study in Relation to Their Mutagenic Potency. 
Chemical Research in Toxicology, 2007; 20(2): 171–180. 
27. Skipper PL, Kim MY, Sun H-LP, Wogan GN, Tannenbaum SR. Monocyclic 
Aromatic Amines as Potential Human Carcinogens: Old is New Again. 
Carcinogenesis, 2010; 31(1): 50–58. 
28. Klopčič I, Dolenc MS. Chemicals and Drugs Forming Reactive Quinone and 
Quinone Imine Metabolites. Chemical Research in Toxicology, 2019; 32(1): 1–34. 
29. Ruddon RW. Cancer Biology. 4. izdaja, Oxford University Press, New York, 2007: 
19-27. 
30. Benigni R, Bossa C. Mechanisms of Chemical Carcinogenicity and Mutagenicity: A 
Review with Implications for Predictive Toxicology. Chemical Reviews, 2011; 
111(4): 2507–2536. 
31. La DK, Swenberg JA. DNA Adducts: Biological Markers of Exposure and Potential 
Applications to Risk Assessment. Mutation Research, 1996; 365(1–3): 129–146. 
32. MCF-7 Cells (human breast adenocarcinoma cell line). Spletna stran: 
https://www.mcf7.com/ (dostop: 9.1.2020). 
33. Comşa Ş, Cîmpean AM, Raica M. The Story of MCF-7 Breast Cancer Cell Line: 40 
years of Experience in Research. Anticancer Research, 2015; 35(6): 3147–3154. 
34. Etoposide – DrugBank. Spletna stran: https://www.drugbank.ca/drugs/DB00773 
(dostop: 12.1.2020).  
35. Cell Culture Basics. Spletna stran: 
https://www.vanderbilt.edu/viibre/CellCultureBasicsEU.pdf (dostop: 12.1.2020) 
36. The Hemocytometer (Counting Chamber) – Microbehunter Microscopy. Spletna 
stran: http://www.microbehunter.com/the-hemocytometer-counting-chamber/ 
(dostop: 9.1.2020). 
37. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Spletna stran: 
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-
bulletins/0/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-system-
protocol.pdf (dostop: 8.1.2020). 
 
